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Wykaz stosowanych skrotow:

ATP — adenozyno-5’-trifosforan

AMP — adenozyno-5’-monofosforan

AMPK - kinaza aktywowana AMP, ang.: AMP-activated kinase

HPV - wirus brodawczaka ludzkiego, ang.: human papiloma virus

RSM - rak szyjki macicy

EMT - przejscie epitelialno-mezenchymalne, ang:. epithelial-mesenchymal transition
MET - przejscie mezenchymalno-epitelialne, ang.: mesenchymal-epithelial transition
HGF - czynnik wzrostu hepatocytow, ang:. Hepatocyte growth factor

PBS - buforowany roztwor soli fizjologicznej, ang.: phosphate buffered saline

FBS - surowica bydleca, ang.: fetal bovine serum

BSA - albumina bydleca, ang.: bovine serum albumine

EMEM - medium hodowlane, ang.: Eagle’s minimal essential medium

DMEM - medium hodowlane, ang.: Dulbecco’s modified eagle medium

PCR - fancuchowa reakcja polimerazy, ang.: polymerase chain reaction

RNA - kwas rybonukleinowy, ang.: ribonucleic acid

DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy, ang.: deoxiribonucleic acid

NOD-SCID myszy cukrzycowe bez objawow otytosci z wrodzonym defektem
odpornosci  typu komorkowego, ang.. non obese diabetic severe combined

immunodeficiency
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Streszczenie

Rak szyjki macicy (RSM) jest czwartym co do cze¢stosci wystepowania nowotworem
ztoliwym u kobiet. Smiertelno$é w przypadku RSM dotyczy przede wszystkim krajow
rozwijajacych si¢ 1 jest szczegOlnie czesta wsrdod kobiet o niskim statusie
socjoekonomicznym. Przyczyng tego stanu rzeczy jest pdzna wykrywalnos¢ choroby, co
wigze si¢ z brakiem efektywnych terapii antynowotworowych przy wysokim
zaawansowaniu nowotworu. W tym kontekscie, badania nad mechanizmami
prowadzacymi do progresji nowotworu, stanowig nadziej¢ na odkrycie nowych celow
terapeutycznych. Jednym z obiecujgcych obszarow badan jest kontekst metaboliczny i

wiazacy si¢ z nim enzym kinaza aktywowana AMP czyli AMPK.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie roli kinazy AMPK w regulacji

procesu przerzutowania komorek nowotworowych raka szyjki macicy.

Poniewaz jednym z mechanizméw umozliwiajacych przerzutowanie komorek
nowotworowych jest proces przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT), jako model
badawczy wykorzystano linie komorkowe, ktoére pod wzglegdem molekularnym dobrze
przedstawiaja ten proces. W wykorzystywanych liniach komoérkowych dokonano
modyfikacji genetycznych, ktore zmienity ekspresje podjednostki katalitycznej kinazy
AMPK. Linie RSM inkubowano z czynnikami zwigzanymi z indukcjag EMT, a takze z
farmakologicznymi aktywatorami AMPK.

Wykazano, ze progresja nowotworu prowadzi do deregulacji metabolicznej
wyrazajacej si¢ wyciszaniem ekspresji 1 aktywnosci AMPK. Dowiedziono réwniez, ze
kinaza AMPK jest powigzana ze zdolnoscia komodrek do nabywania fenotypu
inwazyjnego w procesic EMT oraz z potencjatlem do tworzenia przerzutow w modelu in

Vivo, a jej aktywnos$¢ moze te procesy powstrzymywac.

Podsumowujac, kinaza AMPK moze by¢ obiecujacym celem terapeutycznym, a
wprowadzenie do terapii antynowotworowej aktywatorow AMPK moze pomoc w

skutecznym leczeniu choroby nowotworowej.




Streszczenie

Cervical cancer (CC) is the fourth most common malignant cancer among women.
Mortality from CC mostly occurs in developing countries and is particularly prevalent
among women with low socioeconomic status. The reason for this is the late detection of
the disease, which is associated with the lack of effective anticancer therapies at high
tumor progression. Due to this fact, research of mechanisms leading to cancer progression
is a hope for the discovery of new therapeutic goals. One of the promising areas of

research is the metabolic context and the enzyme AMPK activated kinase.

The aim of this dissertation was to investigate the role of AMPK kinase in the regulation

of neoplastic cell metastasis in cervical cancer.

Since the epithelial mesenchymal transition (EMT) is one of the mechanisms enabling
cancer cell metastasis, cell lines, which molecularly well represent this process, have been
used as a research model. In the cell lines used, genetic modifications were made that
changed the expression of the AMPK kinase catalytic subunit a. CC lines were incubated
with factors related to EMT induction and with pharmacological AMPK activators.

It was shown that tumor progression leads to metabolic deregulation which is the
phenomenon of silencing the expression and activity of AMPK. It has also been
demonstrated that AMPK kinase is related to the ability of cells to acquire invasive
phenotype in EMT and to the potential for in vivo metastases, and its activity may inhibit

these processes.

In conclusion, AMPK kinase may be a promising therapeutic target and the introduction
of AMPK activators into anti-cancer therapy may help in the effective treatment of

cancer.
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2.1. Deregulacja metaboliczna w procesach nowotworowych

Funkcjonowanie wszystkich organizméw zywych zalezy bezposrednio od ich
zdolnosci do pozyskiwania i konsumpcji energii. To stwierdzenie jest prawidtowe
zarowno dla najprostszych organizmow jednokomorkowych, jak tez najwyzej
uorganizowanych form zycia. Rozpatrujac organizmy wielokomorkowe mozna
analizowac¢ tg zdolno$¢ na poziomie catego organizmu jak i pojedynczych komorek, z
ktorych kazda niezaleznie musi mie¢ zapewniony dostep do sktadnikow odzywczych i
mie¢ mozliwos¢ generowania z nich energii. Komoérki w organizmach ztozonych bardzo
Scisle reguluja swoj metabolizm energetyczny, a rozprze¢zenie tej kontroli czgsto wigze
si¢ z powstawaniem zmian patologicznych w organizmie [1]. Liczne badania dowiodty,
ze proces nowotworzenia jest zwigzany z przeprogramowaniem metabolizmu
komorkowego jako bezposredniej 1 posredniej konsekwencji zmian w ekspresji genow w
wyniku onkogennych mutacji, aktywacji protoonkogenow 1 inaktywacji genow
supresorowych [2]. Wspolng cechg metabolizmu wszystkich komorek nowotworowych
jest zdolno$¢ do pozyskiwania niezbednych sktadnikoéw odzywczych ze §rodowiska, w
ktérym czgsto wystepuja niedobory sktadnikow odzywczych 1 wykorzystywania tych
sktadnikow odzywczych do ciaglego wzrostu biomasy nowotworowej [3]. Zmiany
towarzyszace reprogramowaniu metabolicznemu komoérek nowotworowych majg
kluczowy wptyw na replikacj¢ komorek, ich roznicowanie i tworzenie mikrosrodowiska
wlasciwego dla rozwoju guza [4]. Pierwsze obserwacje dotyczace zmian metabolicznych,
ktore sg charakterystyczne dla nowotwordw, zostaty poczynione prawie sto lat temu,
dziedzina badan nad metabolizmem nowotworéw w ostatniej dekadzie ponownie

znalazla si¢ w centrum zainteresowania naukowcow.

Podstawowym zrodtem energii dla komorek jest glukoza, ktéra pozwala na
pozyskanie energii w postaci czasteczek ATP. Jest to proces kluczowy do podtrzymania
zycia we wszystkich komoérkach eukariotycznych, a produktem koncowym moze by¢
mleczan lub dwutlenek wegla przy pelnym utlenieniu czgsteczki glukozy. Nalezy
podkresli¢, ze to wlasnie pelne utlenienie glukozy w nastgpujacych po sobie procesach
glikolizy, cyklu kwasu cytrynowego i mitochondrialnym tancuchu transportu elektronow,
jest najefektywniejszym sposobem wytwarzania energii przez komoérke, przy zysku netto
okoto 30 moli czasteczek ATP na kazdy 1 mol glukozy [5]. Glikoliza zachodzi na terenie

cytoplazmy komorki, natomiast kolejne etapy w mitochondriach. Tym niemniej, komorki
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eukariotyczne, w przypadku niedostatku tlenu potrafig generowaé energi¢ w procesie
glikolizy a nastepnie beztlenowego przeksztalcenia pirogronianu do mleczanu, z
pomini¢ciem dalszych etapow. Okupione jest to jednak znacznie nizszg efektywnoscig
energetyczng, poniewaz z 1 mola glukozy wytwarzane sg zaledwie 2 mole ATP.
Korzystanie z tego szlaku pozyskiwania energii to w pewnych przypadkach jedyny
sposob oddychania komorkowego. Przykladem moga by¢ tu erytrocyty, ktore
pozbawione sg mitochondriow lub komorki migéni szkieletowych w warunkach
niedostatecznego zaopatrzenia w tlen ze strony uktadu krwionos$nego, czyli podczas
intensywnego wysitku. Znany jest fakt wykorzystania oddychania beztlenowego przez
komorki nowotworowe, przy wzmozonym pobieraniu glukozy i produkcji znacznych
ilosci mleczanu, pomimo wystarczajacego dostepu tlenu i w pelni funkcjonujacych

mitochondriow [6].

2.2. Efekt Warburga

Historycznie, pierwszym badaczem, ktory twierdzil, Ze taka zmiana metabolizmu jest
nierozerwalnie zwigzana ze wzrostem nowotworu, a wrgez jest powodem jego powstania,
byl niemiecki biochemik 1 laureat nagrody nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny, Otto
Heinrich Warburg [7]. Warburg w 1924 roku wysunal hipoteze, ze powstanie, wzrost
guza i jego ztosliwo$¢ sa spowodowanie tym, ze w wyniku uposledzenia zdolnosci do
oddychania tlenowego, komorki zaczynaja produkowac energi¢ w procesie glikolizy
prowadzacej do tworzenia mleczanu [8]. Prowadzac dalsze badania, doszedt jednak do
blednego wniosku, ze przyczyng tych zmian sg dysfunkcjonalne mitochondria, co w
efekcie prowadzi do raka. Samo zjawisko, ktore zaobserwowat, stalo si¢ jednak obiektem
intensywnych badan, co doprowadzilo do zaproponowania przez Efraima Racknera
nazwy ,.efekt Warburga”, ktora zostala zaakceptowana w $rodowisku naukowym [9].
Oczywiscie intensywnos$¢ badan w tej dziedzinie, doprowadzita do zmiany postrzegania
tego zjawiska, nie jako przyczyny nowotworu, a raczej efektu transformacji
nowotworowej. W miar¢ rozwoju wiedzy z zakresu onkologii i molekularnych podstaw
nowotworzenia, powstawaly kolejne teorie, ktore probowaly wyjasni¢ zjawisko
wystepowania ,.efektu Warburga”. Dowiedziono, ze glikoliza w nowotworach jest
regulowana przez rozne czynniki wzrostowe [6], powigzano takze ten efekt z aktywacjg

protoonkogenow 1 ,,wylaczaniem” genoéw supresorowych [10]. Obecnie wiadomo, ze
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wykorzystanie $ciezki beztlenowego rozktadu glukozy jest wykorzystywane przez
komorki nowotworowe nie musi oznaczaé utraty mozliwosci oddychania
mitochondrialnego, natomiast wykazano, ze wystepowanie ,.efektu Warburga” jest
niezb¢dne do przezycia i wzrostu komoérek nowotworowych [11]. Zjawisko to jest jednak

ciaggle przedmiotem intensywnych badan i nie wszystkie jego funkcje zostaty poznane.

Wykorzystywanie §ciezki glikolizy przez komoérki nowotworowe pomimo, ze jest
nieefektywnym sposobem pozyskiwania energii, moze by¢ jednak jedyng mozliwoscig
na przezycie tych komorek. Trzeba zauwazy¢, ze w warunkach niekontrolowanego
wzrostu guza, szybko proliferujace komorki sa narazone na hipoksje, szczegodlnie w
wewnetrznych rejonach guza, w rejonach stabo ukrwionych. W takim przypadku
beztlenowy rozktad glukozy chroni komorki nowotworowe przed $miercig [12]. Pojawily
si¢ takze dowody, ze zwigkszone zuzycie glukozy podtrzymuje takze zwigkszone tempo
proliferacji [13]. Nadmiar wegla pochodzacy z rozktadu glukozy wykorzystywany jest
do syntezy de novo nukleotydéw, aminokwasow i biatek [14], [15]. Ponadto zwigkszona
konsumpcja glukozy moze by¢ wykorzystana do syntezy NADPH w szlaku pentozo-
fosforanowanym, niezbg¢dnego do biosyntezy innych zwigzkoéw, miedzy innymi lipidéw
[16]. Hipoteza o wspieraniu biosyntezy poprzez glikolize jest jednak kontrowersyjna,
poniewaz w $wietle ostatnich badan proteomicznych, dowiedziono, ze az 10% proteomu
jest zaangazowana tylko i wylacznie w produkcje biatek potrzebnych do przeprowadzania
glikolizy na takg skale, jak robig to komoérki nowotworowe [17]. Proces glikolizy jest
jednak korzystny dla komorek nowotworowych z innego wzgledu, a mianowicie tempo
metabolizmu glukozy w tym procesie zachodzi nawet do 100 razy szybciej niz catkowite
utlenienie glukozy w mitochondriach, dlatego ilo§¢ produkowanego ATP jest
porownywalna jak przy tlenowym oddychaniu komérkowym [18], [19]. Dzi¢ki szybkiej
produkcji ATP, komdrki nowotworowe moga wygrywac rywalizacje¢ z otaczajacymi je
komoérkami stromalnymi i komoérkami uktadu odpornosciowego [20]. Zwigkszony
beztlenowy metabolizm glukozy 1 zwigzana z tym produkcja mleczanu, prowadzi do
zakwaszania mikrosrodowiska rosngcego guza poprzez dyfuzje jondow H+ w jego
otoczeniu. Ostatnio przeprowadzone badania wykazaly, ze prowadzi to do moderacji
aktywnosci komorek uktadu odpornosciowego, m.in. makrofagbw TAM i limfocytow
TIL naciekajacych guz [21], [22]. Jeszcze inne doniesienia pozwalaja na powigzanie
efektu Warburga z sygnalizacja wewnatrzkomorkowsg 1 transdukcja sygnatu [23].
Przykladem takiego oddzialywania jest bezposredni wptyw glikolizy na generowanie
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reaktywnych form tlenu (ROS), ktore sa waznymi czasteczkami sygnalizacyjnymi [24].
Modulacja generowania ROS w komoérce nowotworowej w wyniku zwigkszonej
glikolizy moze zachodzi¢ poprzez naruszenie roéwnowagi NAD+/NADH w
mitochondriach [25], a takze wspomniane wcze$niej zasilanie szlaku pentozo-
fosforanowego w ,.efekcie Warburga”. Innym aspektem zwigkszonego pochtaniania
glukozy przez komoérki nowotworowe jest modyfikacja acetylacji histonow, co
bezposrednio prowadzi do modyfikacji struktury chromatyny, a w konsekwencji do
zmiany ekspresji genow. Nadmierna glikoliza prowadzi do tworzenia zbyt duzej ilosci
acetylo-CoA, ktory zwigksza acetylacj¢ histonéw i w efekcie wprowadza komorki w faze

wzrostu [26].

2.3. Historia odkrycia i badan nad AMPK

Historia odkrycia kinazy AMPK siega lat 70’ XX wieku i badan nad aktywno$cig
kinazy biatkowej zwigzanej z karboksylazg acetylo-CoA (ACC) i reduktazg HMG-CoA
(HMGR), ktore sa, odpowiednio, enzymami regulacyjnymi regulujacymi poziom
enzymow ograniczajacych syntez¢ kwasow thuszczowych i cholesterolu [27], [28].
Badania prowadzone przez niezalezne zespoty badawcze wykazaly, ze obydwa te
enzymu byly aktywowane przez adenozynomonofosforan (AMP). Dodatkowo,
dowiedziono, ze fosforylacja kinazy ACC byla hamowana przez wysokie stezenie
adenozynotrdjfosforanu (ATP) i zaproponowano, ze jest za to odpowiedzialna inna
kinaza, wrazliwa na stosunek ATP do AMP [29]. Kinaza, pierwotnie nazwana kinazg-3
ACC, w 1988 roku po raz pierwszy zastata nazwana jako kinaza aktywowana AMP (ang.:
AMP-activated kinase - AMPK), a w 1989 roku, gdy statlo si¢ jasne, ze jest ona
odpowiedzialna nie tylko za fosforylacje ACC, ale tez HMGR, nazwa ta zostata przyjeta
przez srodowisko naukowe [30]. Dalsze badania dowiodty, ze AMPK w odpowiedzi na
wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia AMP przy jednoczesnym spadku ATP, dziata
jak ,,przetacznik metaboliczny” wylgczajac szlaki anaboliczne a wlaczajac kataboliczne,
pozwalajace gromadzi¢ energi¢ w postaci ATP [31]. Wkrotce dowiedziono, ze aktywnos¢
kinazy AMPK moze rosng¢ takze niezaleznie od st¢zenia AMP poprzez szlaki
metaboliczne zwigzane z jonami Ca2+. W tym przypadku za aktywacje AMPK
odpowiada kinaza kinazy zaleznej od kalmoduliny (ang.: calmodulin-dependent kinase

kinase — CaMKK), co pozwala okreslic AMPK takze jako komodrkowy sensor stresu
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metabolicznego [32], [33]. Obecne badania wskazuja na zaangazowanie kinazy AMPK
w regulacji energetycznej homeostazy komorki 1 koordynacji wielu szlakow
metabolicznych w celu zrownowazenia podazy sktadnikow odzywczych z
zapotrzebowaniem energetycznym komorki [34], [35]. Ponadto coraz uwazniej zaczeto
analizowa¢ zwigzek pomiedzy AMPK a procesami takimi, jak wzrost i proliferacja
komorek, ich migracja i réznicowanie [36], [37], nie tylko w fizjologicznych ale i
patologicznych procesach. Aktualnie AMPK jest potencjalnym celem w terapiach
zwigzanych z chorobami metabolicznymi, jak cukrzyca typu II, chorobami uktadu

Sercowo-naczyniowego, a takze chorobami nowotworowymi [38].

2.4. Budowa i struktura AMPK

AMPK jest heterotrimerem, czyli biatkiem skladajagcym si¢ z trzech roéznych
podjednostek: a, B iy [39]. Podjednostka o jest podjednostka katalityczng — determinuje
ona aktywno$¢ tej kinazy. Podjednostki B i y pelnig funkcje regulatorows. Kazda z tych
podjednostek posiada rozne izoformy. Podjednostka katalityczna wystepuje w dwoch
izoformach al i 02, tak jak i podjednostka B (81, B2). Natomiast podjednostka y posiada
3 izoformy: yl, y2 1 y3; dodatkowo y2 1 y3 posiadajg rézne warianty splicingowe,
podobnie jak al [40]. Taka ro6znorodnos¢ powoduje, ze AMPK moze przybra¢ 12
réznych konfiguracji co ma przetozenie na specyficzno$¢ tkankowa jak i lokalizacje
wewnatrzkomorkows [41]. Pomimo, ze nie zostaly jeszcze zbadane wszystkie funkcje,
ani doktadne wystepowanie kazdego z wariantow tej kinazy, mozna dokona¢ pewne;j
charakterystyki wystepowania poszczegolnych izoform podjednostek budujacych
heterotrimer AMPK. W trzustce, ptucach, $ledzionie, tkance thuszczowej i wielu tkankach
nablonkowych wystepuje ekspresja al, podczas gdy a2 jest gtownie zwigzana z
mig$niami szkieletowymi, migdniem sercowym oraz nerkami [42]. Podjednostka B1, jest
wykrywana w wigkszos$ci tkanek, natomiast B2 w miegs$niach szkieletowych, mie$niach
ghadkich i sercu [43]. Podobnie dla mig$ni jest charakterystyczna ekspresja podjednostki
v3,ayl 12 jest obecna w wiekszosci tkanek [44].

Geny kodujace AMPK zostaly oznaczone jako PRKA, jednak zeby rozroznic¢
poszczegbdlne podjednostki 1 ich izoformy, dodaje si¢ odpowiedni identyfikator: A1, A2,
B1, B2, G1, G2 lub G3. Stad, przyktadowo, gen kodujacy podjednostke al, to PRKAAT,
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a podjednostke B — PRKABI1. Geny te s3 rozmieszczone na pigciu rdznych
chromosomach 5, 1, 12, 71 2 [34].

Gtowng podjednostke funkcjonalng kompleksu AMPK jest podjednostka
katalityczna o, ktorej masa czgsteczkowa wynosi 63 kDa [45]. W jej sekwencji mozna
wyrozni¢ serynowo-treoninowa kinazowa domeng¢ katalityczng (KD), domeng
odpowiedzialng za autoinhibicj¢ (AID), a takze miejsce wigzania podjednostki B, ktore
znajduja si¢ blisko C-konca tego biatka. Schematyczne przedstawienie poszczegolnych
domen w podjednostkach AMPK przedstawia Rycina 2-1. Wysoce konserwatywna
sekwencja domeny kinazowej znajduje si¢ na N-koncu podjednostki a [45]. Najbardziej
istotnym miejscem tej domeny jest pierwotne miejsce aktywacji kinazy AMPK, ktorym
jest reszta treoninowa podlegajaca fosforylacji, co aktywuje caly kompleks AMPK [46].
Pomimo, ze przyje¢to sig, iz pozycja tej treoniny to 172 (Thr-172), jest to poprawna
lokalizacja tylko dla izoformy a2 o dtugosci 552 aminokwasow, ktora byta odkryta jako
pierwsza. Podjednostka ol ma dlugos¢ 559 aminokwasow, a treonina bedaca miejscem
aktywacji znajduje si¢ w pozycji 183 [39]. Podjednostki al i a2 pomimo roéznej dtugosci,
az w 94% sg ze sobg identyczne [34]. Wystepujace roznice w budowie tych dwoch
izoform powoduja, ze poziom aktywacji AMPK po przytaczeniu czgsteczki AMP jest
inny w przypadku al i a2 [37]. Dodatkowo rodzaj podjednostki o ma wplyw na
wewnatrzkomorkowg lokalizacje catego kompleksu AMPK — heterotrimer zawierajacy
al lokalizuje si¢ na terenie cytoplazmy, a zbudowany na podjednostce a2 jest takze
znajdowany w jadrze [47]. Podjednostka regulatorowa p o masie 30 kDa, w Swojej
strukturze zawiera domene¢ wigzania glikogenu (GBD), ktora bezposrednio angazuje
AMPK metabolizm weglowodanéw. W zalezno$ci od izoformy [, rdzne jest
powinowactwo AMPK do glikogenu i innych polisacharydéw [48]. Na C-koncu
podjednostki 3 znajduje si¢ domena wigzaca podjednostki a iy, dlatego to wtasnie B jest
odpowiedzialna za formowanie catego kompleksu [49]. Poza tym w tej podjednostce na
N-koncu znajduje si¢ miejsce podlegajace mirystylacji, modyfikacji lipidowej, ktora
zwigksza powinowactwo zmodyfikowanego w ten sposob biatka do blon
cytoplazmatycznych, a w przypadku AMPK reguluje aktywnos¢ catego kompleksu [50].
Najwazniejszg podjednostkg AMPK pod wzgledem regulacji i koordynacji pracy
kompleksu jako wewnatrzkomorkowego sensora energetycznego, jest podjednostka v,
ktora odpowiada za wykrywanie stezenia AMP i ATP w komorce [51]. Izoformy tej

podjednostki najbardziej r6znig si¢ od siebie jesli chodzi o mase czasteczkowa, ktora
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waha si¢ od 38 do 63 kDa, za co odpowiada gtdéwnie zmienno$¢ dlugosci N-konca [52].
W sekwencji podjednostki y uwage zwracaja 4 powtorzenia silnie konserwatywnego
motywu [B-Syntazy cystationinowej (CBS) [53]. Badania wykazaty, ze w przypadku
ludzkiej kinazy AMPK 3 miejsca CBS maja zdolno$¢ wigzania AMP, ale dwa z nich
moga rowniez przytaczaé ATP [54]. W tym mechanizmie kryje si¢ zdolnos¢
funkcjonowania AMPK jako czujnika stezenia ATP i AMP. Co ciekawe, czwarta domena
CBS nie wigze zadnej z czasteczek energetycznych i pozostaje wolna zard6wno w
wysokich stezeniach AMP i ATP. Dotychczasowe badania nie wyjasnily jej roli w
funkcjonowaniu kinazy AMPK [55]. Sekwencja 2 i 3 izoformy podjednostki y oprocz
krotkiej domeny wigzacej podjednostke B (obecnej takze w y1), zawiera N-koncowsa
domene o wysokiej zmiennos$ci, ktorej funkcja takze nie zostala wyjasniona do konca.
Pojawiaja si¢ jednak doniesienia, ze odpowiada ona za modulacje fosforylacji Thr-
183/Thr-172 w podjednostce katalitycznej o, a w zwigzku z tym bezposrednio i istotnie

wplywa na aktywnos¢ AMPK [56].

Podjednostka a

.—Thr172

Domena katalityczna Domena odpowiedzialna Domena wigzaca
za autoinhibicje podjednostke B

Podjednostka B

wionee (R | D chone

Domena wigzaca Domena wigzaca
glikogen podjednostkia iy

Podjednostka y

N-koniec ( I I | | I I I I ) C-koniec

Motyw Motyw Motyw Motyw
CBS1 CBS2 CBS3 CBS4

Rycina 2-1. Budowa poszczegolnych podjednostek sktadajgcych si¢ na kompleks AMPK.
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2.5. Regulacja AMPK

Kinaza AMPK ma zdolno$¢ do autoregulacji swojej aktywnos$ci poprzez,
wspomniang juz wczesniej, domen¢ odpowiedzialng za autoinhibicje (AID). Jest to
kilkanascie aminokwasow w stron¢ C-konca od kinazowej domeny Katalitycznej w
podjednostce a [57]. Domena AID wchodzi w interakcj¢ z fragmentem zawierajacym
miejsce katalityczne poprzez wigzania wodorowe [58]. Badania wykazaty, ze usunigcie
tej domeny powodowalo konstytutywng aktywacje AMPK, a ponadto tak
zmodyfikowana kinaza stawala si¢ niewrazliwa na zmiany st¢zenia AMP [59]. AID
powoduje zmiang¢ konformacji pe¢tli aktywacyjnej AMPK — przetaczanie ze stanu
aktywnego na nieaktywny [58]. Dowiedziono takze, ze domena AID wraz z wystepujaca
w jej sasiedztwie sekwencja tzw. a-linkera, s3 mediatorami przekazania sygnatu
aktywacji przylaczenia AMP z podjednostki y na katalityczng o [60], [61]. Drugim
rodzajem autoregulacji jest fragment obecny w podjednostce o opisywany jako
sekwencja pseudo-substratu dla podjednostki y. Powoduje on ochrong miejsca aktywacji
Thr-183/172 przed fosforylacja przez kinazy ,,upstream” aktywujace AMPK, jednak jego
dziatanie jest znoszone przez rosngce stezenie rzeczywistego substratu, jakim jest AMP.
Ten mechanizm jest potrzebny do dodatkowego wyciszania aktywnosci AMPK w

przypadku niskiego stezenia AMP [62].

Kompleks AMPK podlega allosterycznej aktywacji poprzez przylaczenie czasteczki
AMP do miejsca wigzania w podjednostce v, co powoduje Kilkukrotny wzrost aktywnosci
kinazy [63]. Nastepstwem asocjacji czgsteczki AMP jest takze zmiana konformacyjna w
czasteczce a, ktora chroni miejsce katalityczne Thr-183/172 przed defosforylacja, dzigki
czemu mozliwa jest akumulacja aktywnej formy AMPK w komoérce. W przypadku
rosnacego stezenia ATP, czasteczki te zajmuja miejsce wigzania AMP w podjednostce y
odwracajac aktywacje AMPK [64]. Dowiedziono, ze pojawiajace si¢ mutacje w
domenach CBS podjednostki y sg zasocjowane z niektorymi jednostkami chorobowymi,
np. dziedzicznej kardiomiopatii przerostowej [65]. Co interesujgce, uposledzenie
zdolnosci y wigzania czasteczek energetycznych, powodowato wrecz wzrost aktywnosci
AMPK powodowanej przez fosforylacj¢ miejsca Thr-183/172 [66]. Badania nad
aktywacja allosteryczng AMPK wykazaly takze role czasteczek ADP. Nie powoduja one
bezposrednio aktywacji AMPK, ale obecno$¢ czasteczek ADP w miejscach wigzania

podjednostki y, chroni miejsce Thr-183/172 przed defosforylacja [67].
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Wiasciwa aktywacja AMPK polega na fosforylacji Thr-183/172, bedacej centrum
aktywacyjnym podjednostki katalitycznej a. Ten odwracalny proces jest indukowany
przez kinazy ,upstream”, czyli aktywujace kinaz¢ AMPK, sposrod ktérych jako
kluczowe mozne wymieni¢ kinaz¢ LKBI, kinaze kinazy zaleznej od kalmoduliny
(CaMKK) oraz kinaz¢ aktywowana transformujacym czynnikiem wzrostu  (TAK1)
[68]. Fosforylacja Thr-183/172 w potlaczeniu z allosteryczng zmiang konformacji
spowodowang przylaczeniem czasteczki AMP powoduje ponad tysigckrotny wzrost
aktywnos$ci kompleksu AMPK [69]. Kinaza LKBI1 (ang.: Liver Kinase B1), znana takze
jako STK11 (ang.: Serine/Threonine Kinase 11) jest znanym i wielokrotnie opisywanym
antyonkogenem, ktorego deficjencja jest skorelowana z syndromem Peutza-Jeghersa —
dziedziczng sktonnos$cia do powstawania nowotworow, w tym nowotwordéw ztosliwych
[70]. Aktywacja AMPK przez LKBI jest konstytutywna i nie zalezy od obecno$ci AMP,
jakkolwiek podlega pewnym regulacjom zwigzanym ze zmianami w kolokalizacji tych
kinaz. Odpowiedzialne za to enzymy to deacetylaza SIRT1 i kinaza FYN, ktore wptywaja
na wewnatrzkomorkowa dystrybucje kinazy LKBI1 poprzez translokacje do jadra
(SIRT1) [71] lub eksport z jadra do cytoplazmy (FYN) przy jednoczesnej fosforylacji
miejsc aktywacyjnych LKB1 [72]. Bezpos$rednia regulacja AMPK przez CaMKK ma z
kolei zwigzek ze wewnatrzkomorkowym stezeniem jonow Ca2+, a sama aktywacja
AMPK jest niezalezna od stezenia czasteczek energetycznych AMP i ATP [73], [74].
Stosunkowo niewiele natomiast wiadomo o kontekscie aktywacji AMPK przez kinazg
TAK1, jakkolwiek kinaza ta bezposrednio zwigzana jest transformujagcym czynnikiem
wzrostu B (TGF-B) [75], [76]. Poniewaz TGF-B jest jednym z induktoréw przejscia
epiteliano-mezenchymalnego, pozwala to spekulowa¢ o zaangazowaniu tego szlaku w

transformacje nowotworows i progresje przerzutowa nowotworoéw [77].

Regulacja funkcjonowania AMPK zachodzi roéwniez poprzez fosforylacje innych
aminokwasow w podjednostkach a i B, jednak niewicle wiadomo o fizjologicznym
znaczeniu tych modyfikacji [78]. Pewne przestanki pozwalajg powigza¢ poszczegdlne
miejsca, jak np. Ser-487 w podjednostce o, z mechanizmami obecnymi w komorkach
nowotworowych. Fosforylacja wymienionej seryny przez kinaz¢ AKT prowadzi do
hamowania interakcji pomiedzy LKB1 a AMPK, a w konsekwencji wylaczenie
mechanizmu odpowiedzialnego za inhibicj¢ proliferacji komérek nowotworowych [79],

[80].
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Opisana aktywacja AMPK w procesie fosforylacji miejsca aktywacji Thr-183/172,
jest procesem odwracalnym, za co odpowiadaja fosfatazy, ktére usuwajac grupe
fosforanowg z tego aminokwasu, obnizajg aktywnos¢ AMPK [63]. Znane sg przynajmniej
dwie istotne fosfatazy defosforylujace miejsce Thr-183/172 a mianowicie PP2A i PP2C,
chociaz obecny stan wiedzy nie pozwala na petne opisanie mechanizmu ich dziatania jak

i metabolicznych warunkéw w ktorych ich dziatanie wystepuje [81]

2.6. Funkcje AMPK

AMPK jako czujnik homeostazy energetycznej komorki koordynuje prace wielu
szlakow metobolicznych. Zdolnos¢ AMPK do ,przetagczenia” komorki ze stanu
wydatkowania na gromadzenie energii, wymaga tego, aby AMPK mogla modulowa¢
takie procesy jak metabolizm weglowodanow 1 lipidow, procesy biosyntezy, autofagii

oraz cykl komorkowy [35].

Regulacja metabolizmu weglowodanow przez AMPK odbywa si¢ gléwnie
poprzez zwigkszenie wychwytu glukozy przez komoérke [82]. Odpowiada za to
powodowana przez AMPK translokacja transportera glukozy GLUT (w szczegdlnos$ci
GLUT-4) z cytoplazmy do blony plazmatycznej komoérki w odpowiedzi na stres
metaboliczny lub inne czynniki (¢wiczenia, dzialanie czynnikow farmakologicznych)
[83]. AMPK oprocz translokacji, zwigksza takze ekspresj¢ tego transportera glukozy,
podobnie jak GLUT-1 [84]. Co istotne, aktywacja AMPK przez ¢éwiczenia lub
farmakologiczne aktywatory (5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside -
AICAR oraz metformina) wplywa na wychwyt glukozy niezaleznie od sygnatow
zwigzanych z receptorem insuliny [85]. Zostalo to wykorzystane w terapii cukrzycy typu
2, ale takze pozwala na wykorzystanie AMPK jako celu terapeutycznego w innych
jednostkach chorobowych w tym takze w chorobach nowotworowych [86].
Dowiedziono, ze pewne izoformy fosfofruktokinazy II (PFK II), ktora bezposrednio
wptywa na regulacje glikolizy i1 glukoneogenezy, sa zalezne od AMPK, a ponadto, znany
jest fakt nadekspresji PFK II w komorkach nowotworowych. Stanowi to przestanke do
zaproponowania terapii antynowotworowej gdzie celem terapeutycznym jest AMPK
[87].
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Badania naukowe udowodnity takze zwigzek AMPK z metabolizmem kwasow
thuszczowych. Wykazano, ze aktywacja AMPK powoduje zaréwno krotkoterminowe jak
i dlugofalowe skutki w metabolizmie lipidéow [88]. Do krétkoterminowego dziatania
AMPK przyktadowo zaliczy¢ mozna fosforylacje kluczowego enzymu dla syntezy
lipidow jakim jest karboksylaza acetylokoenzymu-A (ACC-1), co w konsekwencji
hamuje synteze kwasow thuszczowych [89]. Z kolei dlugotrwale efekty aktywacji AMPK,
to m.in. wplyw na ekspresje poszczegodlnych genow odpowiedzialnych za biosynteze

lipidow, cholesterolu i biatek [90].

Poniewaz AMPK jest w stanie ,,przelaczy¢” metabolizm komorki z konsumpcji
na generowanie i gromadzenie zapasow energetycznych w postaci ATP, molekularnymi
celami sg kluczowe enzymy dla poszczegdlnych obszarow funkcjonowania komorki, co

pokazuje Rycina 2-2.
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Rycina 2-2. Umiejscowienie AMPK w wewngtrzkomorkowej — sieci  szlakow
metabolicznych. Na gorze Ryciny — aktywatory kinazy AMPK, na dole ryciny - gléwne

cele molekularne kinazy AMPK

2.7. Rola AMPK w nowotworach i terapiach antynowotworowych

W ostatniej dekadzie kinaza AMPK zaczeta by¢ postrzegana jako istotny cel
terapeutyczny dla terapii przeciwnowotworowych. Bezposrednig przestanka ku temu,
byty retrospektywne badania, ktore wykazaty, Zze w grupie pacjentéw chorujacych na
cukrzyce typu II i leczonych metforming, ktéra jest farmakologicznym aktywatorem
AMPK, odsetek chorob nowotworowych byt istotnie nizszy, niz w grupie kontrolnej [91].

Ponadto zaobserwowano, ze u pacjentow przyjmujagcych metforming, a u ktorych
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wystapita choroba nowotworowa, jej przebieg byl tagodniejszy, a prawdopodobienstwo

remisji — wyzsze [91].

Badania in vitro potwierdzity potencjat terapeutyczny aktywacji kinazy AMPK w
wielu typach nowotworow [92], [93]. Jednakze, trzeba podkresli¢, ze w zaleznosci od
typu nowotworu i stopnia jego rozwoju, AMPK moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia
przezywalno$ci komorek nowotworowych [94]. Poniewaz zar6wno komorki wewnatrz
rosngcego guza jak i1 komorki przerzutujace poddawane sg roéznorakim stresom
metabolicznym takim jak ograniczenie dost¢pnosci sktadnikow odzywczych, hipoksja 1
zwigkszong kwasowos$cia mikrosrodowiska, w pewnych warunkach AMPK moze by¢
odpowiedzialna za inhibicj¢ apoptozy. Dobrym przyktadem jest tu indukowana przez
AMPK odpornos$¢ na apoptoze typu anoikis, czyli zwigzang z oderwaniem si¢ komorki

od btony podstawnej [95].

Znane s3 przyktady ochronnego dziatania AMPK w komorkach raka piersi, gdzie
enzym ten jest odpowiedzialny za zwigkszony wychwyt glukozy i obnizanie toksycznego
wptywu reaktywnych form tlenu (ROS) [96]. Z kolei badania nad czerniakiem wykazaty
obnizanie aktywnosci AMPK przy jednoczesnym zaburzeniu interakcji pomigdzy LKB1
a AMPK [97]. Inne doniesienia naukowe opisujg inhibicje wzrostu komorek
nowotworowych in vitro i in vivo modulowang przez AMPK [98], [99]. Co ciekawe,
wykazaly one, Zze za hamowanie wzrostu guza byla odpowiedzialna wytacznie kinaza
AMPK, a nie LKBI1, co bezposrednio pokazuje niezalezne dziatanie AMPK jako
antyonkogenu. Jest to tyle istotne, ze to wlasnie LKBI1 jest szeroko opisywana jako

inhibitor rozwoju nowotworow.

2.8. Mechanizmy molekularne przerzutowania komérek nowotworowych

Przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT) moze by¢ opisane jako dlugotrwate
zmiany morfologiczne 1 molekularne prowadzace do zmiany charakteru komorki z
epitelialnego na mezenchymalny [100] Podczas tego procesu obserwowane sg zmiany w
ksztatcie komorki, jej zdolnos$ci do adhezji i migracji. Zjawisko to po raz pierwszy zostato
zaobserwowane w rozwoju embrionalnym, gdzie jest integralnym procesem rozwoju
tkanek i organéw [101]. EMT w embriogenezie moze by¢ podziclone na trzy etapy.
Poczatkowa zmiana morfologii oraz przestrzennego ulozenia komorek, poprzedza
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zwigkszong produkcj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej i zaburzenie interakcji pomigdzy
komorkami a btong podstawng. Nastepnie, wskutek proteolitycznej degradacji wigzan z
btong podstawng jak i migdzykomodrkowych, nastgpuje uwolnienie komorek. Finalnie,
komorki przyjmujg fenotyp mezenchymalny poprzez rearanzacje cytoszkieletu, ekspresje
charakterystycznych markeréw molekularnych i nabywaja zdolno$ci migracyjnych. W
embriogenezie EMT jest kluczowe w procesach gastrulacji, tworzenia mezodermy, a
takze transformacji komorek neuroektodermy komorki grzebienia neuronalnego [102].
Proces EMT zwigzany jest ze zmiang ekspresji szeregu gendw odpowiedzialnych za
modyfikacje syntezy biatek, morfologii i metabolizmu. Za inicjalizacj¢ tego procesu
odpowiadajg rézne czynniki wzrostowe, mi¢dzy innymi transformujacy czynnik wzrostu
B (TGF-B), czynnik wzrostu fibroblastow (FGF), czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF),
epidermalny czynnik wzrostu (EGF), stromalny czynnik wzrostu 1 (SDF-1) czy biatka z
rodziny Wnt [103]. Cytokiny te wyzwalajg aktywacje szczegdlnych gendéw kodujacych
czynniki transkrypcyjne (ang: Transcription Factor — TF), ktore sg bezposrednimi
induktorami EMT. Czynniki takie Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, KLF8 czy E47 moga si¢
bezposrednio wigza¢ do promotora genu kodujacego kadheryne E — podstawowego biatka
budujacego potaczenia pomigdzy komdrkami epitelialnymi — 1 hamowac jego ekspresje
[104]. Dochodzi réwniez do inhibicji ekspresji innych biatek budujacych potaczenia
miedzykomorkowe, takich jak desmosomy czy polaczenia typu tight-junction [105],
aczkolwiek to utrata kadheryny E jest postrzegana jako wyznacznik implementacji
programu przejscia epitelialno-mezenchymalnego [106]. Rezultatem wystapienia EMT
jest pojawienie si¢ markerow charakterystycznych dla komorek mezenchymalnych,
takich jak wimentyny, fibronektyny, FSP-1 czy metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej. Badania nad EMT, udowodnity, ze proces ten jest aktywny w
zjawiskach patologicznych jak, wtoknienie organdw czy progresja przerzutowa
nowotworow [107]. EMT podczas metastazy przypomina pod wzglgdem molekularnym
fizjologiczny proces EMT podczas embriogenezy, aczkolwiek czgsto obserwowane sa
réznice w wielu typach nowotworow [108]. Trzeba zaznaczy¢, ze pisywana w przypadku
raka piersi czy raka jelita grubego utrata kadheryny E nie jest wymagana do
przerzutowania komorek, co zostato migdzy innymi wykazane w badaniach nad rakiem
trzustki [109]. Tym niemniej, terapie przeciwnowotworowe celujgce w biatka indukujace
wystapienie przejécia epitelialno-mezenchymalnego s3 mozliwym kierunkiem

przeciwdziatania progresji przerzutowej [110].
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Poniewaz implementacja EMT i wszystkie wigzace si¢ z nim zmiany molekularne,
morfologiczne i metaboliczne niewatpliwie wymagaja od komoérki wysokiego naktadu
energetycznego logiczne jest przypuszczenie o zaangazowaniu AMPK w ten proces.
Rzeczywiscie w ostatnich latach pojawia si¢ co raz wigcej publikacji dotyczacych
zarowno wptywy AMPK na moderacj¢ EMT, jak tez modyfikacji aktywnosci AMPK
przez czynniki zwigzane z EMT [111]. Istniejg doniesienia naukowe wykazujace, ze
aktywacja AMPK w liniach raka piersi i raka prostaty prowadzita do wzrostu ekspresji
genu CDHI kodujacego kadheryne E, przy jednoczesnym ograniczeniu ekspresji
czynnikow transkrypcyjnych bedacych induktorami EMT [112], [113]. Zostato rowniez
dowiedzione w badaniach na komorkach raka phuc, ze inhibicja AMPK, moze prowadzié
do przeciwnego efektu — promowania przejscia epitelialno-mezenchymalnego [114].
Jednoczes$nie, mozna przedstawi¢ badania, ktore kwestionuja dziatanie AMPK jako
inhibitora EMT. Szerokie badania nad réznymi liniami nowotworowymi (rak jelita
grubego, rak trzustki, kostniakomigsak, nie-drobnokomoérkowy rak ptuc) wykazaty, ze to
LKBI niezaleznie od AMPK byla odpowiedzialna za obnizanie poziomu ekspresji
induktora EMT jakim jest Snail [115]. Ponadto, niektore doniesienia dowodza, ze to
AMPK jest odpowiedzialna w pewnych warunkach za progresj¢ nowotworu. Zostato to
m.in. pokazane na komorkach raka jajnika, gdzie AMPK prowadzila do wzrostu
zdolnos$ci migracyjnych komorek i nabywania fenotypu migracyjnego [116]. Niedawno
zademonstrowano réwniez, ze w warunkach hipoksji AMPK indukowata implementacje
EMT poprzez fosforylacje czynnika transkrypcyjnego Twistl, a autorzy zasugerowali, ze

podobny mechanizm moze zachodzi¢ dla innych induktorow EMT [117]

Proces EMT, ktory umozliwia transformacje komorki nowotworowej i jej przezycie
po migracji przez blon¢ podstawng oraz przedostaniu si¢ do $wiatla naczynia
krwiono$nego jest pierwszym krokiem do utworzenia przerzutéw odleglych. Utworzenie
guza wtornego w nowym miejscu z komorek pochodzacych z guza pierwotnego, wigze
si¢ z mechanizmem odwrotnym do EMT, czyli przejSciem mezenchymalno-epitelialnym
(MET) [118]. Podobnie jak EMT, MET jest procesem, ktory jest istotny podczas rozwoju
embrionalnego, szczegblnie obserwowany w tworzeniu narzadow takich jak nerki, serce
czy watroba [119]. Zaobserwowano takze, ze jest istotny podczas reprogramowania
komorek somatycznych do indukowanych komorek macierzystych (IPS), gdzie czynniki

transkrypcyjne odpowiedzialne za reprogramowanie (Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc) indukuja
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ekspresje genow bedacych markerami komorek epitelialnych, takich jak kadheryna E,
klaudyny i okluduny [120].

W procesie MET w progresji przerzutowej nowotworu sg zaangazowane podobne
szlaki sygnatowe jak w EMT, poniewaz pod wzgledem molekularnym stanowig one
swoja odwrotno$¢. Zatem ekspresja czynnikow transkrypcyjnych indukujacych EMT,
m.in. wymienionych wczesniej Snail, Slug, ZEB, Twist, w przypadku MET bedzie
obnizana, wplywajagc na przywracanie fenotypu epitelialnego [121]. Istotnymi
czynnikami wzrostowymi w procesie MET sa czynnik wzrostu fibroblastow (FGF),
epidermalny czynnik wzrostu (EGF) a takze bialka z rodziny transformujacych
czynnikow wzrostowych (TGF-), jakimi sg biatka morfogenetyczne kosci (BMP). W
mechanizm MET zaangazowany moze by¢ takze szlak sygnalizacyjny Wnt i B-kateniny
[122].

Nalezy nadmienié, ze wymuszona np. farmakologicznie aktywacja MET moze by¢
zjawiskiem pozadanym w terapii nowotworowej, jako ze ogranicza inwazyjnos¢ komoérek
nowotworowych 1 ich zdolno$¢ do migracji. Przyjmuje si¢, ze komorki podlegajace EMT,
zyskuja plastyczno$¢, a zmiany na poziomie molekularnym powoduja utrate
wyspecjalizowanego charakteru tkanki epitelialnej. Stad, indukcja MET pozwala na
odzyskiwanie wlasciwosci komorek wyspecjalizowanych — wyr6znicowanych do
fenotypu wlasciwego tkance epitelialnej. Dzialania takie nazwano ,differentition
therapy”, gdzie administracja zwigzkéw chemicznych (np. forskolina, toksyna cholery)
do komorek nowotworach wyzwala réznicowanie stabo wyspecjalizowanych komoérek
rakowych do prawidtowej tkanki, co wiaze si¢ z obnizeniem ich zdolno$ci do migracji 1

przerzutowania [123].

Konkludujac, dzisiejszy stan wiedzy nie pozwala niestety jednoznacznie okresli¢ roli
AMPK w chorobach nowotworowych, czgsto okreslajac AMPK jako ,,miecz
obosieczny”, ktorego dzialanie zalezy od kontekstu metabolicznego [124], [125]. Tym
bardziej istnieje potrzeba prowadzenia dalszych badan w tej dziedzinie w celu odkrycia

natury AMPK w nowotworzeniu i progresji przerzutowej.
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2.9. Rak szyjki macicy

Rak szyjki macicy (RSM) jest czwartym co do czgstosci wystepowania nowotworem
ztosliwym u kobiet. Wedlug danych WHO za 2018 rok zdiagnozowano 570 tysiecy
nowych przypadkéw tego nowotworu na $wiecie [126]. Smiertelno$¢ w przypadku RSM
dotyczy przede wszystkim krajow rozwijajacych si¢ i jest szczeg6lnie czgsta wsrdd kobiet
0 niskim statusie socjoekonomicznym. Dane zebrane w Polsce za lata 2005-2013 w
ramach projektu Krajowy Rejestr Nowotworow wskazuja na stopniowy spadek
zachorowalno$ci na RSM, jednak odsetek nowych incydentéw RSM w przeliczeniu na
100 tysi¢cy populacji kobiet oscyluje w granicach 14 — 15% [127]. Istotnym czynnikiem
przyczyniajacym si¢ do wzrostu $miertelnosci jest staba wykrywalno$¢ i pézna diagnoza
choroby nowotworowej. Wczesne stadia choroby sg stosunkowo tatwo wyleczalne przy
wykorzystaniu konwencjonalnych terapii, jak chemioterapia i radioterapia, jednak szanse
5-letniego przezycia dramatycznie spadaja w przypadku wykrycia RSM w

zaawansowanym stadium z obecnymi przerzutami dystalnymi [128].

Rak szyjki macicy mozna podzieli¢ na kilka typow na podstawie badan
histopatologicznych pobranych wycinkéw guza. Rak ptaskonabtonkowy (squamous
carcinoma) jest diagnozowany w okoto 80% przypadkéw RSM, co czyni go najczesciej
wystepujacym typem tego nowotworu. Jest on uznawany za typ RSM charakteryzujacy
si¢ najlepszymi rokowaniami, jako ze we wczesnych stopniach zaawansowania 5-letnie
przezycia wynosza ponad 75% [129]. Rak gruczotowy (adenocarcinoma) jest rzadziej
wystepujacym typem nowotworu, poniewaz jest diagnozowany w okoto 15%
przypadkéw, natomiast rokowania w przypadku tego rodzaju RSM sa gorsze niz w
przypadku typu ptaskonabtonkowego — 5-letnia przezywalnos¢ wynosi ponizej 70% we
wczesnych stopniach zaawansowania [129]. Rodzajem RSM o gorszych rokowaniach jest
typ mieszany (adenosqamous carcinoma), ktory jednak diagnozowany jest w zaledwie w
okoto 3% przypadkow. Zte rokowania wynikaja z faktu wystgpowania wczesnych
przerzutow odlegtych w tym typie RSM [130]. Najrzadziej diagnozowanym typem RSM
jest rak neuroendokrynny (okoto 1% przypadkow) [131]

Przezywalno$¢ pacjentek z RSM zalezy jednak nie tylko od typu tego nowotworu,
ale takze od stopnia jego ztosliwosci G (ang.: grading). Na stopien ztosliwosci majg
wpltyw takie parametry jak liczba mitoz, polimorfizm jader komodrkowych 1 stopien

rogowacenia komorek. Na podstawie oceny tych cech mozna wyrdzni¢ raki dobrze
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zroznicowane (G1), $rednio zroéznicowane (G2), nisko zroéznicowane (G3) i

niezréznicowane (G4) [132].

Przyjmuje si¢, ze glownym czynnikiem etiologicznym choroby jest jest wirus
brodawczaka ludzkiego HPV (ang. human papillomavirus) [133]. Opracowanie
szczepionki przeciwko najbardziej onkogennym typom wirusa (przede wszystkim typy
161 17, ktore odpowiadaja za 70% wszystkich przypadkéw RSM) pozwala na skuteczng
prewencje zachorowalnos$ci na RSM. Trzeba jednak podkresli¢, ze szczepienia przeciwko
HPV musza by¢ skorelowane z badaniami profilaktycznymi (ang.: screening) ktore
pozwalaja na wczesne wykrycie zmian przednowotworych. Niestety, wysokie
wspolczynniki zachorowalnoséci 1 umieralnosci w Polsce wskazujg na niedostateczng
skuteczno$¢  dziatalno$ci profilaktycznej. Zatem, badania podstawowe nad
mechanizmami odpowiedzialnymi za progresj¢ przerzutowa raka sa ciggle istotne i
potrzebne, poniewaz stanowig przyczynek do opracowania bardziej skutecznych terapii

zaawansowanych stadidow choroby nowotworowe;j
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Cele projektu

Glowny problem badawczy w zakresie pracy doktorskiej, to proba wyjasnienia roli

kinazy aktywowanej AMP (AMPK) w procesie przerzutowania komorek

nowotworowych raka szyjki macicy.

Powyzszy cel badawczy zostat osiagniety poprzez realizacje celow szczegdtowych:

Charakterystyka modelu badawczego na poziomie komdérkowym i molekularnym

Modyfikacje genetyczne linii komoérkowych w celu zmiany ekspresji
podjednostki katalitycznej al kinazy AMPK

- Wyciszenie ekspresji AMPKal w linii komorkowej charakteryzujacej sig
wysoka natywng ekspresja tej podjednostki

- Uzyskanie zwigkszonej ekspresji AMPKol w linii komoérkowe;j
charakteryzujacej si¢ niska natywng ekspresja tej podjednostki

Okreslenie wptywu zmian w ekspresji i aktywacji podjednostki katalitycznej al
kinazy AMPK na ekspresje markeréw zwigzanych z przejSciem epitelialno-
mezenchymalnym

Okres$lenie wptywu czynnikow zwigzanych z indukcja EMT na ekspresje 1
aktywacje AMPK

Okreslenie wptywu zmian w ekspresji kinazy AMPK na zdolno§¢ komorek
nowotworowych do tworzenia guzow i przerzutowania w modelu mysim NOD-
SCID
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Materiaty i metody

4.1. Hodowle ludzkich linii komoérkowych.

Liniami komdrkowymi wybranymi do modelu badawczego byty ustalone linie
komorkowe raka szyjki macicy: C-41, HTB-35 i HTB-34 (ATCC, USA), ktére hodowane
byty w mediach: C-41 - mediumWAYMOUTH (Thermo-Fisher Scientific, USA), HTB-
35 i HTB-34 - medium EMEM (Lonza, Szwajcaria)). Do mediow dodawano 10%
bydlecej surowicy ptodowej - FBS (ang. Fetal Bovine Serum, EURX, Polska) i antybiotyk
gentamycyne [50ug/ml] (Lonza, Szwajcaria).

Dodatkowymi hodowanymi komoérkami niezwigzanym z modelem badawczym, ale
uzywanymi jako linia pakujaca do produkcji wirusa oraz linia uzywana do mianowania
wirusa, byly odpowiednio komérki HEK293T oraz HT-1080 (ATCC, USA) Medium
hodowlane uzywane do hodowli tych komoérek to DMEM zawierajacy glukoze w stgzeniu
4,5 g/l (Lozna, Szwajcaria) z dodatkiem 10% FBS, gentamycyny oraz 2 mM L-glutaminy
(Thermo Fisher Scientific, USA). Medium do produkcji wirusa byto dodatkowo
suplementowane nie-niezb¢dnymi aminokwasami (Non-essential amino acids, Thermo
Fisher Scientific, USA).

Wszystkie hodowle prowadzono w temperaturze 37°C, atmosferze 5% CO2 i 95%
wilgotnosci. Pasaz komorek wykonywano przy konfluencji nie wigkszej niz 90%. Do
pasazu komorek uzywano 0,25% Trypsyny (Lonza, Szwajcaria), komorki wirowano 200

G, 5 minut w temperaturze pokojowe;j.

4.2. Chemotaksja

Zdolno$¢ komorek do migracji oceniono w tescie chemotaktycznym. Jako czynnika
wymuszajacego kierunek ruchu uzyto medium zawierajacego 10% FBS. Kontrolg
negatywng byto medium zawierajace 0,5% BSA. Test przeprowadzono w komorach

chemotaktycznych Transwell (Corning, USA) zwanych dalej ,,insertami”.

W celu przeprowadzeniu testu chemotaktycznego, wykonano pasaz komoérek C-4l,
HTB-35 i HTB-34 - komorki zawieszono w medium hodowlanym uzupetnionym 0,5%
BSA i policzono. Komérki zawieszono w medium tak, aby otrzymaé¢ 5 x10%

komorek/,,insert” w 100 pul medium i umieszczono w inkubatorze na godzing. ,,Inserty”

31



Materiaty i metody

pokryto zelatyng w ilosci 100 pl/,,insert” i inkubowano 10 min w temp 37°C. Po zebraniu

nadmiaru zelatyny i wysuszeniu insertow, dolng komorg ptytki wypetniono:

e 650ul podtoza hodowlanego z 0,5% BSA (kontrola negatywna)
e 650ul podtoza hodowlanego z 10% FBS

Komorki doktadnie rozpipetowano, natozono po 100 pl na ,,insert” i inkubowano 24
godziny w inkubatorze hodowlanym. Po tym czasie komorki barwiono barwnikiem
Wrighta, barwienie przerwano dodajgc do barwnika Wrighta takg sama objeto$¢ buforu
do barwienia Wrighta. Bufor przygotowano wg przepisu: 70ml 0,91%KH2PO4 + 75ml
0,95% Na;HPO4 + 855 ml H20). Utrwalone komorki, ptukanoo dwukrotnie w sterylne;j
wodzie destylowanej i usuni¢to mechanicznie komorki z gory ,.insertu”. Po osuszeniu
»insertow” ogladano dolng strong membrany pod mikroskopem w celu oceny ilo$ci

komorek, ktore przemigrowaly na drugg strong membrany.

4.3. Barwienie immunofluorescencyjne

W celu wizualizacji ekspresji biatka transportera glukozy 1 (GLUT-1) wykonano
barwienie fluorescencyjne. Barwiono komoérki wysiewane na szkietkach nakrywkowych
umieszczanych w dolkach ptytki 24-dotkowej. Komorki wysiewano w calkowitej
objetosci 0,5 ml medium suplementowanego 10% FBS, w ilo$ciach: 1x105 komorek C-
41 oraz 6x104 komorek HTB-35i HTB-34. Po 24 godzinach od wysiania, usunig¢to
medium, a komorki przeptukiwano roztworem PBS. Nastepnie komorki utrwalano 20
minut w temperaturze pokojowej 4% roztworem paraformaldehydu, po czym
przeptukano trzykrotnie utrwalone komorki roztworem PBS. Po odplukaniu
paraformaldehydu, komoérki permabilizowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej
0,1% roztworem Tritonu X-100 w PBS i po raz kolejny trzykrotnie przeptukano
roztworem PBS. Tak przygotowane komoérki poddano blokowaniu niespecyficznego
wigzania przeciwcial przez wykonanie 30 minutowe] inkubacji w temperaturze
pokojowej w 3% roztworze BSA w PBS (tzw. bufor blokujacy). Nastepnie komorki
inkubowano z przeciwciatem I-rzgdowym anty-GLUT-1 (sc-377228, Santa Cruz
Biotechnology, USA) rozcienczonym w 3% roztworem BSA w PBS przez okoto 16

godzin w temperaturze 4°C. Po inkubacji z przeciwcialem I-rzedowm, komorki
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przeplukiwano trzykrotnie roztworem PBS, a nastgpnie wykonano inkubacje z
przeciwcialem Il-rzedowym sprzezonym z fluorochromem (goat anti-mouse 1gGAF488
conjugate, A11001,Thermo Fisher Scientific) rozcienczonym w buforze blokujacym, do
ktorego dodano barwnik Hoechst 33342 (Sigma Aldrich) w stezeniu 1:1000. Inkubacje z
przeciwcialem Il-rzedowym prowadzono w temperaturze pokojowej w czasie 60 minut,
po tym czasie komorki przeptukano trzykrotnie roztworem PBS, a nast¢pnie szkietka
nakrywkowe wyjeto z dotkéw ptytki 24-dotkowej 1 przetozono na mikroskopowe
szkietko podstawowe dodajac na szkietko 100 ul Mounting Medium (Dako, Dania). Tak
przygotowane preparaty mikroskopowe analizowano wykorzystujac mikroskop
fluorescencyjny Olympus BX51. Specyficzno$¢ barwienia sprawdzono poréwnujac
komorki barwione z kontrola negatywng (inkubowane wylacznie z II-rzedowym

przeciwciatem).

4.4. Izolacja catkowitego RNA

Izolacja catosciowej puli RNA zostala wykonana za pomoca GeneMATRIX
Universal Purification Kit (EURX, Polska) wg wytycznych producenta. Wyizolowane
RNA sprawdzono pod katem uzyskanego st¢zenia i czystosci poprzez pomiar absorbancji
przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm na spektrofotometrze UV-VIS NanoDrop ONE
(Thermo Fisher Scientific, USA).

4.5. Odwrotna transkrypcja RNA

Reakcja odwrotnej transkrypcji postuzyta do syntezy cDNA wykorzystywanego
nastepnie w analizie ekspresji genéw. Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzywano 1 ug
catkowitego RNA oraz 0,5 uM nukleotydow dNTP, 50 ng szescionukleotydowych
losowych starterow, inhibitora RNaz — Rnasin (Promega, USA) oraz 100 jednostek
odwrotnej transkryptazy M-MLV H- Point Mutant (Promega, USA). Reakcje
prowadzono w termocyklerze SimpliAmp (Thermo Fisher Scientific, USA) w warunkach

termicznych zalecanych przez producenta odwrotnej transkryptazy.
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4.6. PCR w czasie rzeczywistym

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym sluzyla do oznaczenia ekspresji genow na

poziomie transkryptu. Korzystano z zestawu specyficznych sond TagMan sprz¢zonych z

barwnikiem fluorescencyjnym 6- karboksyfluoresceing FAM (Thermo Fisher Scientific,

USA). Wykaz uzywanych sond zawarto w tabeli 4-1. Do przeprowadzenia reakcji

wykorzystywano zestaw Blank gPCR Master Mix (EURX, Polska) z dodatkiem barwnika

pasywnego ROX (EURX, Polska). Jako matrycy uzywano 100 ng cDNA otrzymanego po

reakcji odwrotnej transkrypcji. Ekspresje genow obliczono jako relatywng ekspresje

danego genu wzgledem genu referencyjnego, jakim jest gen dehydrogenazy aldehydu 3-

fosfoglicerynowego (GAPDH, ang.: Glycer Aldehyde 3- Phosphate Dehydrogenase)

uzywajac metody 2-AACt.

Nazwa genu Numer katalogowy | Nazwa genu Numer katalogowy
PRKAA1 Hs01562315 m1 VIM Hs00958111 m1
PRKAA2 Hs00178903 m1 | GFP Mr03989638_mr
PRKAB1 Hs00272166_m1 | DSP Hs00950591_m1
PRKAG1 Hs01091629 g1 CLDN1 Hs00221623 _m1
SNAI1 Hs00195591 m1 OCLN Hs00170162_m1
SNAI2 Hs00161904_m1 DES Hs00157258 m1
CDH1 Hs01023894 _m1 MMP-2 Hs00234422_m1
ZEB-1 Hs00232783_m1 ACTB Hs99999903 m1
MMP-1 Hs00899658 m1 MMP-13 Hs00233992_m1
mGAPDH Mm99999915 g1 hGAPDH Hs02786624 g1

Tabela 4-1. Wykaz sond TagMan uzywanych do oznaczania ekspresji genéow metodg PCR

W czasie rzeczywistym
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4.7. Izolacja biatka

W zalezno$ci od potrzeb biatko izolowano dwoma réznymi sposobami. St¢zenie
wyizolowanego biatka oznaczano wykorzystujac spektrofotometryczng metode
Bradforda — odczyt absorbancji przy diugosci fali 595 nm. Jako standardow biatka
uzywano Pierce™ Bovine Serum Albumin Standard Ampules, 2 mg/mL (Thermo Fisher

Scientific, USA).

4.7.1. lIzolacja catkowitej frakcji biatkowej

Calkowitg frakcje biatkowa otrzymano poprzez lize zebranych komoérek roztworem
lizujacym zawierajgcym M -PER (Thermo Fisher Sientific, USA), kwas
etylenodiaminotetraoctowy EDTA [5 mM] (Sigma Aldrich), pirofosforan sodu [10 mM]
oraz inhibitory proteinaz i fosfataz (Sigma Aldrich): fluorek sodu [10 mM],
ortowanadzian sodu [10 mM], aprotyning [10 pg/ml], leupeptyne [10 pg/ml], pepstatyne
A [10 pg/ml] i PMSF [10 pg/ml]. Zebrane komorki inkubowano w roztworze lizujacym
15 minut na lodzie, worteksujac 10 sekund co kazde 3 minuty. Po zwirowaniu probek
>12000 G przez kolejne 15 minut w 4°C, supernatant przeniesiono do nowych probowek.
Tak otrzymane lizaty biatkowe byly bezposrednio uzywane do dalszych oznaczen lub
zamrozone w temperaturze -80°C. Lizaty te byly wykorzystywane do oznaczenia
ekspresji na poziomie biatka, a takze stopnia fosforylacji w przypadku AMPKa i
AMPKpI.

4.7.2. lzolacja frakcji membranowej i cytoplazmatycznej

W celu ustalenia w komoérkach RSM lokalizacji bialek transporterow glukozy
(GLUT-11i GLUT-1) frakcje mambranowa i cytoplazmatyczng izolowano za pomoca kitu
ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit (Calbiochem, USA), zgodnie z

zaleceniami producenta.
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4.8. Western Blot

Metoda Western Blot oceniano ekspresje i aktywacje wybranych biatek.

4.8.1. Elektroforeza SDS-PAGE i transfer biatek na membrane

Elektroforetycznemu rozdziatowi metoda SDS-PAGE byly poddawane probki
zawierajace 30 pg biatka z dodatkiem czynnika redukujacego Bond Breaker (Thermo
Fisher Scientific, USA) oraz buforu obcigzajacego NuPage LDS Sample Buffer (Thermo
Fisher Scientific, USA). Zdenaturowane probki (72°C, 5 minut) naktadano na 12% zel
poliakrylamidowy i rozdzielano przy napigciu 120V przez 100 minut. Po rozdziale
elektroforetycznym transferowano biatka na membrane PVDF (BioRad, USA) metoda

transferu ,,mokrego” przez 60 minut pradem o napigciu 100V.

4.8.2. Detekcja biatek

W celu detekcji bialek po transferze, przeplukano membrang PVDF w buforze
TBST, a nastgpnie wykonano blokowanie niespecyficznych wiazan poprzez godzinna
inkubacje¢ w 1% roztworze BSA w TBST. Kolejnym krokiem bylo dodanie
odpowiedniego przeciwciala pierwszorzegdowego i catonocna inkubacja. Wykaz
uzywanych przeciwcial przedstawiono w Tabeli 4-2. Przeciwciato anty-GAPDH byto
uzywane jako kontrola natozenia. Po inkubacji z przeciwciatem pierwszorzedowym,
membrany plukano w TBST trzykrotnie po 15 minut, a nastgpnie inkubowano z
przeciwcialem drugorzegdowym sprzezonym z peroksydaza chrzanowa (HRP, ang.:
horseradish peroxidase). Specyficzny sygnal uzyskano wykorzystujac substrat dla HRP:
ECL Reagent (Thermo Fisher Scientific). Sygnat chemiluminescencji byt odczytywany
za pomoca urzadzenia obrazujacego Gel Logic 1500 Imaging System (Kodak, USA).
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Nazwa przeciwciata Producent Numer katalogowy
AMPKa Cell Signaling #2793
Phospho-AMPK o Cell Signaling #4188
AMPKp1 Cell Signaling #4178
Phospo-AMPKf1 Cell Signaling #4186
GLUT-1 Santa Cruz Biotechnology | sc-377228
GLUT-4 Sigma-Aldrich G4173
GFP Cell Signaling #2955
GAPDH Cell Signaling #2118
goat anti-rabbit IgG-HRP | Santa Cruz Biotechnology | sc-2004
goat anti-mouse 1gG-HRP | Santa Cruz Biotechnology | sc-2005

Tabela 4-2. Wykaz przeciwcial uzywanych do detekcji biatek metodg Western Blot.

4.9. Transdukcja linii komérkowej C-41

W celu uzyskania zmodyfikowanych linii komorkowych C-41, komorki zostaty

zainfekowane przy uzyciu zakupionych lentiwirusow wprowadzajacych sShRNA

przeciwko podjednostce katalitycznej AMPKal oraz, jako kontrole shRNA niecelujace

w zaden znany transkrypt (shRNA typu ,,scrambled”). Transdukcje przeprowadzono przy

uzyciu MOI=5 (ang.: Multiplicity of infection) i 6 pg/ml polibrenu (Sigma-Aldrich).

Selekcje komorek zmodyfikowanych C-41 shCTRL i shAMPKal wykonano przy uzyciu

antybiotyku selekcyjnego puromycyny (Invivogen, USA) w stezeniu 0,125 pg/ml.
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Wiasciwe stezenie antybiotyku wybrano na podstawie wykonanej wczesniej krzywej

przezywalnos$ci na komorkach tej linii, co pogladowo przedstawia Rycina 4-1.

Rycina 4-1. Efekt dziatania antybiotyku selekcyjnego puromycyny na komaorki linii C-4l
typu dzikiego (WT). Zdjecia odpowiadajq roznym czasom inkubacji komorek z
puromycyng w stezeniu 0,125 ug/ml. A —0 godzin, B — 48 godzin, C — 6 dni, D — 10 dni,
E-13dni, F—15dni

4.10. Tworzenie konstruktu genowego GFP-P2A-AMPKal

Konstrukt genowy GFP-P2A-AMPKal uzyskano, poprzez reakcje PCR
wprowadzajace jednoczesnie miejsca restrykcyjne 1 sekwencje rekombinujace (attB) na
koncach insertéw. Sekwencje biatka zielonej fluorescencji (GFP) amplifikowano na
matrycy plazmidu pEGFP-C1 (Clonetech, USA), sekwencj¢ podjednostki katalitycznej
al kinazy AMPK z plazmidu pDONR223-PRKAAL [#23871] (Addgene, USA),
natomiast P2A z plazmidu FUW-OSKM (Addgene, USA). Kazdy amplikon byt trawiony
odpowiednim enzymem restrykcyjnym i oczyszczany przy uzyciu GeneMATRIX DNA
Purification Kit (EURx, Polska). Ponadto, fragment GFP byl defosforylowany za pomoca
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (EURX) 1 ligowany z sekwencja P2A, a nastepnie
PRKAALl w celu uzyskania GFP-P2A-AMPKal. Dokonano amplifikacji catego
konstruktu za pomoca primerow attB, odpowiednio GFPattB forward (5'-
GGGGGACAAAGTTTGTACAAAAAGCAGGCTACCATGTGTGAGCAAG-
GGCGA) i AMPKattB reverse (5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG-
CTGGGTTTATTGTGCAAGAATTTT). Oczyszczony produkt byl bezposrednio
rekombinowany z wektorem pDONR221, a nastgpnie z wektorem ekspresyjnym
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pLenti6/UbC-DEST przy uzyciu odpowiednio klonazy BP i LR (Invitrogen, USA).
Uzyskane klony zostaly zweryfikowane poprzez analize¢ restrykcyjng i
sekwencjonowanie. Jako wektor kontrolny zastosowano GFP@pLenti6/UbC, ktorego
procedura otrzymania byta analogiczna z wyzej opisang (oczywiscie z pominigciem etapu

ligacji). Schemat konstruktu genowego GFP-P2A-AMPKal przedstawia Rycina 4-2.

Xbal EcoRI

N I 4
fprn 1] GFP | Be2A | PRKAAL [aue]

Rycina 4-2. Schemat konstruktu genowego GFP-P2A-AMPKal. Oznaczono trzy
sekwencje wchodzgce w sktad konstruktu polgczone miejscami restrykcyjnymi Xbal i
EcoRI. Na koncach konstruktu znajdujq sie sekwencje flankujgce attB wymagane do
rekombinacji z plazmidem pDONR221.

4.11. Protokot mutagenezy miejscowo specyficznej

Zasade mutagenezy miejscowo specyficznej przedstawia Rycina 4-1. Przeprowadza
si¢ reakcje PCR uzywajac starterow o sekwencji komplementarnej wzgledem siebie
(przytaczajacych si¢ do matrycy plazmidowej w tym samym miejscu na obu niciach).
Srodkowa cze$é sekwencji starteréw jest zmieniona wzgledem matrycy — po reakcji w
tym miejscu dojdzie do zmiany sekwencji docelowej. Istotne jest, ze produkt reakcji PCR
nigdy nie jest wykorzystywany jako matryca. Oznacza to, ze nie jest to technika
amlifikujagca, w przeciwienstwie do standardowego PCR, gdzie otrzymuje si¢
wyktadniczg amplifikacje fragmentu DNA. W tym przypadku otrzymany produkt
pozostaje w stosunku 1:1 do iloéci uzytego plazmidu. Powstaja plazmidy ,,hybrydowe”,
ktore sktadaja si¢ z jednej nici macierzystej (pochodzacej od bakterii) i drugiej —
komplementarnie dobudowanej przez polimerazg¢. Profil temperaturowy reakcji

przedstawia Rycina 4-1.
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\ Startery wprowadzajgce

27‘ substytucje wybranego
— nukleotydu

Plazmid
95°C |95°c 20 cykli
5:00 0:50 W
Y 68°C 68°C
W 60°C , 0:50 7:00
0:50

20 cykli

Trawienie enzymem Dpnl w celu
usuniecia metylowanego DNA
matrycowego pochodzacego z bakterii

))T ))—

Plazmid po mutagenezie substytucyjne;j

Rycina 4-3. Schemat mutagenezy miejscowo specyficznej oraz profil temperaturowy
reakcji PCR

Protokét ten moze stuzy¢ do insercji, delecji, substytucji pojedynczych
nukleotydow lub catych grup nukleotydow. W tym przypadku byla to aplikacji
substytucji miejscowo specyficznej wybranego nukleotydu (komplementarnej pary
nukleotydéw). Sekwencje uzytych do reakcji starterow s3 przedstawione ponizej,

nukleotydy, ktore zmieniaja sekwencj¢ matrycy zaznaczono nawiasami.

Sekwencje starterow:

Forward: 5' CTTTGTACAAAAAAGTT(G)GCATGGCGACAGCCGAG 3

Reverse: 5' CTCGGCTGTCGCCATGC(C)AACTTTTTTGTACAAAG 3'

Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawia Tabela 4-3.
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Objetos¢ [ul] | Sktadnik
0,5 | starter Forward
0,5 | starter Reverse, 2,5 pmol/ul
0,35 | mix dNTP 10 mM
1,25 | bufor polimerazy, 10x stezony
0,25 | polimeraza Phusion (High-fidelity)
1| matryca - DNA plazmidowe, 2 ng/ul
8,75|H20
Tabela 4-3. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzywany do przeprowadzenia mutagenezy

miejscowo specyficznej.

Po reakcji produkt jest trawiony za pomocag enzymu Dpnl, ktory trawi tylko
metylowane DNA, a wiec DNA pochodzace z bakterii. Z tego powodu degradacji ulegaja
nici matrycowe plazmidu, a pozostajg utworzone de novo w reakcji PCR. Po tym kroku
przeprowadza si¢ transformacje bakterii kompetentntych, a nastgpnie oczyszcza DNA

plazmidowe zawierajagce zmieniong w mutagenezie miejscowo specyficznej sekwencje.

4.12. Transformacja bakterii kompetentnych

Transformacje¢ bakterii kompetentnych przeprowadzano metoda szoku termicznego.
Procedura obejmowata dodanie do rozmrozonych na lodzie bakterii, 1 pl plazmidu
(zwykle rozcienczonego do 2ng/ul) Nastepnie bakterie inkubowano na lodzie przez 30
minut, po czym zastosowano szok cieplny przez zanurzenie w tazni wodnej o
temperaturze 42 °C przez 30 sekund i umieszczono na lodzie na 2 minuty. Do bakterii
dodawano 250 pl podtoza wysokoenergetycznego S.O.C. (Thermo Fisher Scientific) i
wytrzasano 225 RPM w temperaturze 37 °C przez 1 godzing. Nastepnie wysiewano czes$¢
mieszaniny (ok 50-100ul) na ptytkach agarowych zawierajacych antybiotyk selekcyjny.

Ptytki inkubowano przez noc w temperaturze 37 °C.

4.13. Produkcja wektoréw wirusowych

Czasteczki lentiwirusowe byty otrzymywane zgodnie z protokotem ViraPower

(Thermo Fisher Scientific). Komoérki HEK293T byty wysiewane na butelce hodowlane;j
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T75 w ilosci 9x10°. Cztery godziny po wysianiu komérek przeprowadzono transfekcije
przy uzyciu ortofosforanu wapnia (Casz(PQOs)2). Mieszaning transfekcyjng przygotowano
w nastepujacy sposob: 26-39 ng DNA plazmidowego, 65 ul 2,5 M CaCly, 650 ul 2x BBS
(sl fizjologiczna buforowana BES, pH 7,2) (oba z Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
1 585 ul H2O. Mieszaning transfekcyjng inkubowano przez 20 min w temperaturze
pokojowej, a nastgpnie przenoszono na swieze podtoze hodowlane zawierajace 25 uM
chlorokiny (Sigma-Aldrich, USA). Podtoze zawierajace czastki lentiwirusowe zebrano
po 48 1 72 h po transfekcji. Zebrane podtoze bylo odwirowywane (1750 g, 10 min, 4°C),
filtrowane przez filtr o $rednicy poréow 0,45 um i zamrazane w temperaturze -80°C.
Przygotowano dwie rdézne mieszaniny transfekcyjne. Plazmid ekspresyjny
eGFP@pLenti6/Ubc oraz plazmidy akcesoryjne (kodujace m.in. biatka do budowy
wirusa): pLP1, pLP2, pVSVG (Thermo Fisher Scientific) wykorzystano do wytworzenia
wirusa wprowadzajacego zielone biatko fluorescencji (GFP). Druga mieszanina
zawierata plazmid GFP-P2A-AMPK@pLenti6/UbC i plazmidy akcesoryjne. W obu

mieszankach uzyto tego samego numeru kopii plazmidéw ekspresyjnych, 1,5x10%2,

4.14. Mianowanie uzyskanych wirusow

W celu okreslenia miana wyprodukowanych lentiwirusow zainfekowano komorki
HT-1080. Cztery godziny przed transdukcja 5x10* komorek wysiano na plytce 24-
dotkowej. Do komorek HT-1080 dodawano rdzne objgtosci pobranego podtoza (0,1-100
ul). Czterdziesci osiem godzin po transdukcji odsetek komorek zmodyfikowanych
(wyrazajacych GFP) oceniano za pomocg cytofluorymetrii — cytometr Attune NXT
(Thermo Fisher Scientific) w celu obliczenia jednostek transdukcyjnych (TU) w 1 ml

kazdego zebranego podtoza. Uzyskane miana wirus6w przedstawia Tabela 4-4.
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GFP | GFP I GFP-P2A-AMPK |GFP-P2A-AMPK
8,04 x10° 3,84 x10° 1,76 x10° 4,81 x10°

6,19 x10° 6,38 x10° 1,35 x10° 3,54 x10°

4,50 x10° 3,35 x10° 7,76 x10° 2,50 x10°

4,25 x10° 2,95 x10° 5,29 x10° 2,66 x10°

2,66 x10° 2,03 x10° 2,95 x10° 1,96 x10°

5,0 x10° 4,2 x10° 8,8 x10° 2,9 x10°

Tabela 4-4. Wyniki mianowania wyprodukowanych wirusow w linii komérkowej HT-

1080. Wirusy byly produkowane w duplikatach.

4.15. Transdukcja linii komorkowej HTB-35

W celu uzyskania zmodyfikowanych linii komorkowych HTB-35, komorki zostaty
zainfekowane przy uzyciu wygenerowanych czastek lentiwirusowych wprowadzajacych
konstrukt genowy GFP-P2A-AMPK lub tylko gen reporterowy GFP. Transdukcje
przeprowadzono przy uzyciu MOI=5 (ang.: Multiplicity of infection) i 6 pg/ml polibrenu
(Sigma-Aldrich). Selekcje¢ komoérek zmodyfikowanych HTB-35 GFP i HTB-35 GFP-
P2A-AMPK wykonano przy uzyciu antybiotyku selekcyjnego blastycydyny (Invivogen,
USA) w stezeniu 6 pg/ml.

Linie komorkowe HTB-35 GFP i HTB-35 GFP-P2A-AMPK sortowano przy uzyciu
sortera komorkowego FACSAria II (Beckton-Dickinson) w celu usunigcia z populacji
komorek odpornych na antybiotyk selekcyjny, a niewykazujacy zielonej fluorescencji.
Procent zielonych komorek fluorescencyjnych w zmodyfikowanych liniach

komoérkowych mierzono za pomocg cytometru przeplywowego Attune NxT.

4.16. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem programu GraphPad
Prism 5. W przypadku poréwnywania 2 grup danych zastosowano test t-studenta. Do
porownywania wielu grup wykorzystano analiz¢ wariancji ANOVA z testem post-hoc

Tukey a. Analize dokonano zaktadajac 95% poziom istotnosci.
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5.1. Charakterystyka modelu badawczego na poziomie komérkowym i molekularnym

5.1.1. Morfologia i charakterystyka wzrostu linii komorkowych RSM

W niniejszej pracy doktorskiej, model badawczy oparto o trzy linie komérkowe RSM
przedstawiajgce rozny stopien zaawansowania nowotworu — C-41, HTB-35 i HTB-34.
Wybor linii podporzadkowany byt ich molekularnym wtasciwos$ciom, ktére pozwalaja
odnies¢ je do procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego oraz zjawiska odwrotnego,
czyli przejScia mezenchymalno-epitelialnego. Z tego powodu, stanowig one dobre
przyblizenie mechanizméw bedacych istotng czescig ogétu zmian zachodzacych w czasie

przerzutowania nowotworow.

Morfologi¢ komoérek w normalnych warunkach wzrostu (37 C, 5% CO2, 95%
wilgotnosci, media wzrostowe suplementowane 10% bydlgca surowica plodowa)
przedstawia Rycinia 5-1A. Obserwowane sg zasadnicze roéznice w wygladzie kolonii
komorkowych. Komorki C-41 tworzg zwarte kolonie o wyraznych granicach, a komorki
Scisle przylegaja do siebie, co jest charakterystyczne dla komorek epitelialnych. W linii
komorkowe;j HTB-35 mozna zaobserwowac, rozluznienie polaczen
miedzykomorkowych, w zwigzku z czym kolonie wzrostowe tracg wyrazne granice.
Linia HTB-34 pochodzaca z guza wtornego wykazuje odzyskanie bardziej epitelialnej
charakterystyki wzrostu, aczkolwiek mozna doszukiwaé si¢ mniejszego upakowania
komoérek w obrebie kolonii niz w komoérkach C-4I. Roéznice pomiedzy liniami sg
obserwowalne rowniez na poziomie molekularnym. Na Rycinie 5-1B przedstawiono
wyniki oznaczen gléwnych markeréw zwigzanych z przejsciem epitelialno-
mezenchymalnym. Ekspresja Kadheryny E, markera komoérek epitelialnych, podczas
EMT ulega wyciszeniu, natomiast pojawia si¢ marker komorek mezenchymalnych —
Wimentyna. Przy odwrotnym do EMT procesie, czyli przejsciu mezenchymalno-
epitelialnym, komorki odzyskuja swdj epitelialny charakter, zatem powraca ekspresja
Kadheryny E, a wyciszeniu ulega Wimentyna. Na Rycinie 5-1C przedstawiono wyniki
testu chemotaksji do FBSu, ktory wykazat brak zdolno$ci do ruchu $cisle przylegajacych
do siebie komoérek C-41 jak i HTB-34. Jedyna linia, ktorej komorki mogly migrowac

przez pory membrany byla inwazyjna linia komoérkowa HTB-35.
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Rycina 5-1. Charakterystyczne cechy linii komérkowych RSM, ktore stanowiq przyjety
model badawczy. Panel A — wizualna ocena morfologii komorek RSM w normalnych
warunkach wzrostu. Powigkszenie 200x. Panel B — analiza ekspresji glownych markerow
fenotypu epitelialnego i mezenchymalnego. Oznaczenie poziomu transkryptu dla
Kadheryny E i Wimentyny metodq PCR w czasie rzeczywistym, wykresy reprezentujg
usrednione dane z dwoch niezaleznych oznaczen wzglednej ekspresji oznaczanego genu
w stosunku do genu referencyjnego GAPDH =+ SD, gwiazdkq oznaczono istotnie
statystycznie roznice (p<0,05). Panel C — zdolnos¢ komorek RSM do ruchu oceniono w

tescie chemotaksji do FBS. Powigkszenie 200x.
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5.1.2. Ekspresja kinazy AMPK w komorkach RSM

Wybrane linie komorkowe sprawdzono pod wzgledem ekspresji kinazy AMPK oraz
jej aktywnosci. Oceny dokonano na poziomie transkryptu poszczegdlnych podjednostek
sktadajacych si¢ na kompleks AMPK, a takze przeanalizowano ilo$¢ biatka AMPK
wystepujaca w poszczeg6Olnych liniach komoérkowych. Oceniono takze jej stopien
aktywacji poprzez oznaczenie fosforylowanych form podjednostek o i B tej kinazy.
Wykazano, ze najwyzsza ekspresje transkryptu podjednostki katalitycznej ol wykazuje
linia C-41, odpowiadajaca wczeSniejszemu stadium nowotworu niz linia inwazyjna HTB-
35 oraz HTB-34 pochodzaca z przerzutu (Rycina 5-2A). Jednoczesnie badane linie
charakteryzuja niska ekspresja transkryptu podjednostki a2. Oznaczenie ilosci mRNA dla
podjednostek B i y nie wykazato istotnych réznic pomigdzy liniami modelu. Najwyzsza
ekspresja AMPKa w linii C-41 zostata potwierdzona rowniez na poziomie biatka metoda
Western Blot (Rycina 5-2B). Nalezy nadmieni¢, ze wykorzystane przeciwciato
rozpoznaje obydwie izoformy podjednostki o. Uzycie przeciwciata przeciwko
fosforylowanej formie podjednostki o (wykrywajace obydwie jej izoformy, podobnie jak
przeciwcialo do catkowitej AMPKa), pozwolilo pokazaé, ze rowniez aktywno$¢ tej
kinazy jest najwyzsza w komorkach C-41. Natomiast badania nie wykazaly réznic w
ekspresji i aktywnosci AMPKa pomigdzy liniami HTB-35 i HTB-34. Analogiczne
wyniki uzyskano dla ekspresji podjednostki B1, jakkolwiek jej aktywno$¢ nie r6zni si¢ w

obrebie badanych linii (Rycina 5-2C).
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Rycina 5-2. Analiza ekspresji kinazy AMPK i jej aktywnosci w liniach komorkowych

modelu badawczego. Panel A — analiza ekspresji genow PRKAAI, PRKAA2, PRKABI i
PRKAGI na poziomie mRNA metodg PCR w czasie rzeczywistym. Wykresy reprezentujq
usrednione dane z dwoch niezaleznych oznaczen wzglednej ekspresji oznaczanego genu
w stosunku do genu referencyjnego GAPDH =+ SD, gwiazdkq oznaczono istotnie

statystycznie roznice (p<0,05).

Wynik oznaczenia poziomu ekspresji i aktywacji AMPKa (Panel B) oraz AMPKJ; (Panel
C) przy wykorzystaniu techniki Western Bloz. Zdjecia membran przedstawiajg

reprezentatywne wyniki dla dwoch niezaleznych oznaczen. Wyniki iloSciowe
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przedstawione na wykresach stupkowych oparto o densytometrie prgzkow
analizowanego genu wzgledem genu referencyjnego GAPDH, gwiazdkq oznaczono

istotnie statystycznie roznice (p<0,05).

5.1.3. Ekspresja transporterow glukozy GLUT-1 i GLUT-4 w komoérkach RSM

W komorkach modelu badawczego analizowano ekspresje dwodch transporterow
glukozy GLUT-1 i GLUT-4, poniewaz ich wysoka ekspresja wystepuje w wielu typach
nowotwordw, a zmiana lokalizacji ich wystepowania jest bezposrednio zwigzana z kinaza
AMPK. Analiz¢ lokalizacji transportera glukozy GLUT-1 oparto o barwienie
immunofluorescencyjne (Rycina 5-3). Uzyskane zdjecia pozwalaja doszukiwaé sig

wyzszej ekspresji GLUT-1 w linii HTB-35 — wyzsza jasnos$¢ zielonej fluorescencji.

C-41

HTB-34

Rycina 5-3. Wynik barwienia immunofluorescencyjnego transportera glukozy GLUT-1.
Dla kazdej linii komorkowej wykonano oprocz wlasciwego barwienia GLUT-4 (prawa
kolumna) wybarwiono takze jgdra komorkowe (srodkowa kolumna) oraz przedstawiono
komorki w jasnym polu widzenia (lewa kolumna). Zdjecia wykonano przy tych samych

ustawieniach czasu naswietlania, przestony i czutosci matrycy. Powigkszenie 200x.
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Poniewaz barwienie immunoflurescencyjne nie dostarcza danych ilo§ciowych,
wykonano oznaczenie ekspresji biatka GLUT-1 i GLUT-4 metoda Western Blot
(Odpowiednio Rycina 5-4A i 5-4B). Wyniki tego oznaczenia wykazaty nizszg ekspresj¢
GLUT-1 w komorkach C-41, a najwyzsza w linii komérkowej HTB-35.

A GLUT-1
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—
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Rycina 5-4. Analiza ekspresji transporterow glukozy GLUT-1 (Panel A) i GLUT-4
(Panel B) metodg Western Blot. Zdjecia membran przedstawiajq reprezentatywne
Wyniki dla dwoch niezaleznych oznaczen. Analiza ilosciowa w oparciu o densytometrig
prazkow analizowanego genu wzgledem genu referencyjnego GAPDH, gwiazdkq

oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05)

Obserwowalny jest istotnie nizszy poziom transportera glukozy GLUT-1 w
komorkach C-41, w stosunku do pozostatych dwodch linii komérkowych, natomiast brak
jest takiej roznicy dla biatka GLUT-4. Pomimo braku rézni¢ w ekspresji GLUT-4
uzyskanego z catosciowych lizatow komorkowych, postanowiono dodatkowo sprawdzic,
czy nie beda one wystgpowaé pomiedzy frakcja cytoplazmatyczng a blonami
komoérkowymi. Dlatego wykonano oznaczeni ekspresji GLUT-4 osobno dla kazdej z
tych frakcji (Rycina 5-5). Analiza densytometryczna pokazata, istotnie wyzszg ekspresje
GLUT-4 w cytoplazmie komoérek HTB-35 wzgledem komorek C-41, oraz ze ilo$¢
transportera glukozy GLUT-4 we frakcji membranowej jest wielokrotnie nizsza niz we

frakcji cytoplazmatycznej dla wszystkich linii modelu badawczego.
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Rycina 5-5. Oznaczenie ekspresji biatka GLUT-4 w blonach cytoplazmatycznych i
cytoplazmie komorek RSM wykonane metodg Western Blot. Zdjecia membran
przedstawiajq reprezentatywne wyniki dla dwoch niezaleznych oznaczen. Analiza
ilosciowa w oparciu o densytometrie prqzkow analizowanego genu wzgledem genu

referencyjnego GAPDH, gwiazdkq oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05)

5.1.4. Ekspresja podjednostki katalitycznej AMPKal w materiale klinicznym

Analiza ekspresji kinazy AMPK w liniach komoérkowych modelu badawczego
pokazuje obnizanie si¢ jej ilosci w liniach odpowiadajacych wyzszemu zaawansowaniu
nowotworu — HTB-35 i HTB-34. Dlatego wykonano oznaczenie ekspresji AMPKal w
materiale klinicznym, ktory stanowily probki guza pierwotnego i wtdérnego pochodzacego
z przerzutu do wezla chlonnego. Istotne jest, iz do oznaczen uzyto trzech par probek guz
pierwotny — przerzut, gdzie kazda taka para pochodzi od jednej pacjentki. Wyniki analizy
ekspresji AMPKal na poziomie mRNA pokazuje Rycina 5-6. Dla kazdej analizowanej
pary probek wykazano nizsza ekspresj¢ AMPKal w przerzucie wzgledem guza

pierwotnego.
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Rycina 5-6. Porownanie ekspresji AMPKo1 w guzie pierwotnym (P1, P2, P3) i przerzucie
do wezta chionnego (W1, W2, W3) w grupie trzech pacjentek. Wykres po lewej
reprezentuje wzglednq ekspresje oznaczanego genu w stosunku do genu referencyjnego
GAPDH = SD. Wykres po prawej stronie pokazuje obliczony spadek ekspresji AMPKal

w przezucie wzgledem guza pierwotnego.

5.2. Uzyskanie linii komorkowej o podwyzszonej ekspresji AMPKa

Zatozenia  projektu  doktorskiego  obejmowaly  przygotowanie  czastek
lentiwirusowych wprowadzajacych do genomu komorek docelowych gen podjednostki
katalitycznej al kinazy AMPK (PRKAAT1) potaczonego z genem reporterowym biatka
zielonej fluorescencji GFP przy pomocy sekwencji P2A. Zgodnie z wyznaczonymi
celami projektu, linig komoérkowa poddawang modyfikacji genetycznej, ktora
doprowadzi do zwigkszenia ekspresji kinazy AMPK, bylta linia komoérkowa HTB-35,
charakteryzujaca sie¢ niska endogenng ekspresja tej kinazy. Z uzyskanych uprzednio
wynikow dotyczacych charakterystyki ekspresji poszczegélnych podjednostek kinazy
AMPK w komorkach przyjetego modelu RSM wynika, iz podjednostkg zdecydowanie
roéznicujacy linie o ré6znym stopniu ztosliwosci jest al. Z tego powodu przedstawiane
dalej wyniki dotyczace genetycznych modyfikacji linii C-41 i HTB-35 dotycza
modyfikacji ekspresji podjednostki katalitycznej al kinazy AMPK.

5.2.1. Weryfikacja sekwencji podjednostki katalitycznej AMPKal

W celu uzyskania linii komoérkowej o podwyzszonej ekspresji AMPKa,
wykorzystano pozyskany z repozytorium Addgene plazmid PRKAA1@pDONR223
zawierajacy te sekwencje (schemat plazmidu na Rycinie 5-7A). Pierwszym krokiem byto
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sprawdzenie poprawnosci sekwencji AMPKal. Po wyizolowaniu plazmidu z hodowli
bakteryjnej, amplifikowano sekwencj¢ PRKAAT1 i rozdzielono na 1% zelu agarozowym.
Otrzymano produkt o wlasciwej dtugosci (Rycina 5-7B). Nastepnie dwa klony plazmidu
sekwencjonowano metodg Sangera, co pozwolito potwierdzi¢, ze sekwencja jest
prezentowana w bazie danych NCBI jako ludzka kinaza aktywowany przez AMP -
podjednostka katalityczna ol (PRKAAT1). Jest to pelna sekwencja kodujaca dla tej
podjednostki (CDS). Stwierdzono, ze w analizowanych sekwencjach nie ma mutacji

wzgledem sekwencji referencyjne;.

A B
M13pUC Forward

PRKAA1@pDONR223

(I

M13 Reverse
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Rycina 5-7. Weryfikacja sekwencji genu PRKAAL w posiadanym plazmidzie poprzez
sekwencjonowanie metodg Sangera. Panel A — schematyczne przedstawienie plazmidu
PRKAA1@Pdonr223 z zaznaczonymi miejscami kotwiczenia starterow M13. Panel B —
wynik amplifikacji sekwencji PRKAA1l z plazmidowego DNA przy wykorzystaniu
starterow MI13. Panel C — widok pokrycia sekwencji PRKAA1l uzyskany po
sekwencjonowaniu metodg Sangera, ktora nie wykazata zadnych mutacji w
analizowanych sekwencjach wzgledem sekwencji referencyjnej PRKAAI dostgpnej w
bazie NCBI.
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5.2.2. Wprowadzenie sekwencji flankujacych sekwencje PRKAALI

W celu stworzenia konstruktu genowego GFP-P2A-AMPKal, na matrycy
plazmidu PRKAA1@pDONR223 amplifikowano sekwencje AMPKal uzywajac
starterOw wprowadzajacych sekwencje flankujace (Rycina 5-8A). Po sprawdzeniu czy
uzyskany amplikon posiada wlasciwa dlugo$¢ trawiono wprowadzone miejsce
restrykcyjne restryktaza EcoRI (Rycina 5-8B). Drugim komponentem konstruktu jest
fragment GFP-P2A, ktory byl dostepny wcze$niej w miejscu realizacji projektu
doktorskiego. Fragment ten posiadal juz wprowadzone miejsca attB (od konca 5°) i
miejsce restrykcyjne EcoRI (3°), dlatego wymagal jedynie trawienia restrykcyjnego
(Rycina 5-8B).

A B

+EcoRI

-~
~
—
—_
—
—
—
—

+attB2

Rycina 5-8. Przygotowanie sekwencji PRKAAI do ligacji z sekwencjg GFP-P2A

Panel A — schemat wprowadzenia sekwencji flankujgcych do PRKAAI. Od konca 5’
zaznaczono sekwencje zawierajqcej miejsce restrykcyjne EcoRI, a od konca 3’ sekwencje
attB2 wymagang w klonowaniu molekularnym metodq "GATEWAY”. Panel B — wynik
rozdziatu elektroforetycznego mieszaniny po reakcji PCR (Sciezki na zZelu oznaczone 1 i
2). Widoczne amplikony w Sciezkach 1 i 2 roznig si¢ intensywnoscig, poniewaz
zastosowano inne temperatury przytqgczenia starterow do matrycy (optymalizacja reakcji
PCR). Prgzek widoczny w Sciezce 4 to sekwencja genu oflankowana sekwencja genu
AMPKal przygotowana to ligacji z konstruktem GFP-P2A, ktory miejsce restrykcyjne ma

wprowadzone od konca 3’ (produkt widoczny w Sciezce nr 3).
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5.2.3. Uzyskanie konstruktu genowego GFP-P2A-AMPKal

Konstrukt genowy GFP-P2A-AMPKoal uzyskano poprzez ligacje dwoch
fragmentow DNA kodujacych GFP-P2A 1 AMPKal. Wcze$niejsza obrobka restrykcyjna
polegata na trawieniu enzymem EcoRI, co pozwolilo wygenerowac tzw. lepkie konce na
obydwu fragmentach. W przypadku sekwencji GFP-P2A miejsce restrykcyjne znajduje
si¢ na koncu 3’, a w sekwencji AMPKal na koncu 5°, dzigki czemu, po ligacji powstaje
liniowy konstrukt GFP-P2A-AMPKal (Rycina 5-9A). Wprowadzone wcze$niej
sekwencje flankujace attB (na koncu 5° GFP 1 koncu 3° AMPKal) pozwalajg
rekombinowaé konstrukt do plazmidu pENTR, ktéry nastepnie zostaje namnozony w
bakteriach (technologia ,,GATEWAY™). Uzyskane w ten sposob DNA, po weryfikacji
poprawnosci sekwencji, stuzy do dalszych manipulacji, w tym, przede wszystkim, do
uzyskania plazmidow ekspresyjnych. Na Rycinie 5-9D widoczny jest rezultat amplifikacji
sekwencji GFP-P2A-AMPKalna matrycy wyizolowanego DNA plazmidowe z 6 klonow
bakteryjnych.

T1000 T1200 T 1400 T1600 T 1300 12000 12200 T2400
PRKAAT

Rycina 5-9. Wynik klonowania przygotowanego konstruktu GFP-P2A-AMPKal. Panel A
— mapa konstruktu genowego pokazujgca uktad sekwencji genu reporterowego biatka
zielonej fluorescecji GFP i podjednostki katalitycznej AMPKa ! polgczonych ,, linkerem”
P2A. Panel B — produkt otrzymany po ligacji sekwencji GFP-P24 z sekwencjqg AMPKol.
Panel C — optymalizacja amplifikacji otrzymanego konstruktu GPA, strzatki pokazujg
amplikony o wilasciwej dlugosci. Prqgzki widoczne ponizej sq niezligowanymi
fragmentami uzytymi do reakcji ligacji. Panel D — wynik amplifikacji konstruktu GFP-
P2A-AMPKal z uzyskanych plazmidow pENTR z 6 klonow bakteryjnych.
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5.2.4. Weryfikacja poprawnosci sekwencji uzyskanego konstruktu GFP-P2A-AMPKal

Otrzymane w poprzednim etapie plazmidy pENTR zawierajace wstawke w postaci
konstruktu GFP-P2A-AMPKal zostaly sekwencjonowane metodg Sangera w celu
sprawdzenia poprawnej sekwencji nukleotydowej tego konstruktu. Niestety, wynik
sekwencjonowania pokazat wystepowanie mutacji w obrebie sekwencji AMPKal we
wszystkich wyizolowanych plazmidach pENTR. Powtarzajaca si¢ substytucja
nukleotydowa G do T w pozycji 928 powoduje zmiang aminokwasu i wyklucza dalsze
wykorzystanie takiego konstruktu. Obecno$¢ substytucji we wszystkich szeSciu
sekwencjonowanych plazmidach sugeruje, ze powstala ona we poczatkowych cyklach
reakcji PCR amplifikacji ligatu GFP-P2A-AMPKal. Jest to o tyle zaskakujace, ze na
wszystkich etapach przygotowania konstruktu genowego uzywano polimerazy typu
High-Fidelity obarczonej bardzo niskim wspotczynnikiem blednego wbudowania

nukleotydu.

Position: 978 2.707kb

910 920 930 940 950 960
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

D Translate w Trace ATGCCAACTTTGTACARARAAGTTKGICATGGCGACAGCCGAGAAGCAGARACACGAC
Majority
W PRKAA1-k1_M13fwd.abl(10>1084)—>

w PRKAAL-k2_M13fwd.abl(7>1161) —

w4a+.3c£(13>1242) =

|F‘1
1|
[
|

I

RTGECCAARACIITGTIACA AAAAAGTTTGICATGGCGACAGCCGAGAAGCAGAAACACGAC

w2a+.3c£(17>1144) =

Rycina 5-10. Wynik sekwencjonowania plazmidow zawierajgcych konstrukt GFP-P2A-
AMPKal. Dwa gorne chromatogramy — wyniki sekwencjonowania wyjsciowych
plazmidow stanowigcych zrodto sekwencji AMPKol. Dwa dolne chromatogramy —
wyniki sekwencjonowania plazmidow pENTR z wklonowanym konstruktem genowym

GFP-P2A-AMPKal. Widoczna substytucja G do T (nukleotydy zaznaczone ramkg).
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5.2.5. Mutageneza miejscowo specyficzna

Strategia postepowania, w przypadku substytucji nukleotydu w konstrukcie GFP-
P2A-AMPKal uniemozliwiajacej wykorzystanie konstruktu genowego, powinno byc¢
zasadniczo powtdrzenie procedury tworzenia tego konstruktu od nowa. Nie zdecydowano
si¢ jednak na ten krok, z uwagi na fakt, iz wydajnos$¢ ligacji GFP-P2A z sekwencja
AMPKal byta niska, co utrudniato specyficzng i wystarczajagco wydajng amplifikacje
ligatu. Zamiast tego, postanowiono zastosowa¢ podejscie celowej mutagenezy
miejscowo specyficznej, ktora pozwala na substytucje, delecje lub insercj¢ wybranego

nukleotydu w kolistej czasteczce DNA.

A Startery wprowadzajgce B
27 substytucje wybranego
— nukleotydu

Plazmid

GFP-P2A-AMPK@pPENTR

5034 bp

—
—
—
——

20 cykli

-—
+ Trawienie enzymem Dpnl w celu

t usuniecia metylowanego DNA

e matrycowego pochodzacego z bakterii

Plazmid po mutagenezie substytucyjnej

Rycina 5-11. Schemat mutagenezy miejscowo specyficznej. Panel A - idea mutagenezy
miejscowo specyficznej w aplikacji mutagenezy substytucyjnej. Panel B - zaznaczone
miejsce z substytucjg nukleotydowq na mapie plazmidu GFP-P2A-AMPK@pENTR
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Po przeprowadzeniu procedury mutagenezy miejscowo specyficznej, powstate
plazmidy hybrydowe rozdzielono na zelu w celu weryfikacji ich dlugosci. Z szeSciu
hybrydowych plazmidow, trzy okazaty si¢ pozytywne (Rycina 5-12A). Jeden wybrany

postuzyt do transformacji bakterii kompetentnych, z ktérych nastepnie wyizolowano

osiem klonow plazmidow (Rycina 5-12B).

Rycina 5-12. Zastosowanie metody mutagenezy miejscowo specyficznej do substytucji
nieprawidtowego nukleotydu w sekwencji GFP-P2A-AMPKal. Panel A - plazmidy
hybrydowe uzyskane po mutagenezie substytucyjnej. Pierwsze trzy prqgzki od lewej
pokazujg pozytywne klony, w trzech pozostalych widoczny sq niespecyficzne produkty
ponizej produktu o wilasciwej dlugosci. Strzatkq zaznaczono plazmid, ktorym
transformowano bakterie kompetentne. Panel B- pozytywne klony (zaznaczone ramkg) co
do dlugosci konstruktu GFP-P2A-AMPKol uzyskane po transformacji bakterii

kompetentnych. Do weryfikacji poprawnosci sekwencji wybrano 4 o najwyzszym stezeniu.

5.2.6. Weryfikacja poprawnos$ci sekwencji konstruktu genowego GFP-P2A-AMPKal

po mutagenezie miejscowo specyficznej

Analiza sekwencji plazmidow GFP-P2A-AMPKal@pENTR po przeprowadzone;j
mutagenezie miejscowo specyficznej wykazata, ze zastosowane podejscie pozwolito
usung¢ wczesniejszg substytucje G>T (Rycina 5-13B). Nie wykazano zadnych innych
mutacji w konstrukcie GFP-P2A-AMPKal, sekwencje obydwu kodowanych biatek w

100% odpowiadaty sekwencjom referencyjnym.
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Rycina 5-13. Wynik sekwencjonowania plazmidu GFP-P2A-AMPKal@pENTR po
zastosowaniu mutagenezy miejscowo specyficznej. Panel A — schemat sekwencjonowania
konstruktu GFP-P2A-AMPKal pozwalajgcy pokryé catosé¢ sekwencji nukleotydowej.
Panel B - klon GFP-P2A-AMPKoal@pENTR po mutagenezie substytucyjnej z
przywroconym nukleotydem G (dwa dolne chromatogramy) w porownaniu do plazmidu

wyjSciowego (dwa gorne chromatogramy).

5.2.7. Uzyskanie plazmidu ekspresyjnego zawierajacego konstrukt GFP-P2A-AMPKal

Przywrocenie prawidlowej sekwencji nukleotydowej konstruktu GFP-P2A-
AMPKal umozliwito kontynuacje dzialan prowadzacych do uzyskania plazmidu
ekspresyjnego niezbednego do produkcji lentiwirusa modyfikujacego docelowe komorki

HTB-35. Rekombinacja plazmidu pENTR z plazmidem pLenti6/UbC (technologia

59



Wyniki

»GATEWAY”) pomimo niskiej wydajnosci, pozwolita na otrzymanie prawidtowego

plazmidu ekspresyjnego GFP-P2A-AMPKal@pLenti6/UbC, co zostalo potwierdzone

trawieniem restrykcyjnym (Rycina 5-14).

Rycina 5-14. Wynik trawienia restrykcyjnego po rekombinacji plazmidu pENTR do
ekspresyjnego  plLentiPozytywny.  Pozytywny  klon  plazmidu = GFP-P2A-
AMPK@pLenti6/UbC oznaczono ramkg.

5.2.8. Weryfikacja funkcjonalna uzyskanego plazmidu zawierajacego konstrukt GFP-
P2A-AMPKal

Po uzyskaniu pozytywnego Klonu ekspresyjnego zawierajace konstrukt GFP-
P2A-AMPKal, sprawdzono jego funkcjonalnos¢ poprzez transfekcje testowej linii
komorkowej HEK293T. Obecno$¢ genu reporterowego w postaci GFP, umozliwito
wizualng weryfikacje prawidtowej ekspresji wprowadzonego transgenu (Rycina 5-15).
Posiadany wczesniej plazmid GFP@pLenti6/UbC byt uzyty jako pozytywna kontrola
transfekcji 1 ekspresji GFP. Ocena fluorescencji w poréwnaniu do komorek
nietransfekowanych wykazala, Zze opracowany konstrukt GFP-P2A-AMPKal ulega
prawidtowej ekspresji a intensywno$¢ fluorescencji jest na porownywalnym poziomie co

w przypadku plazmidu kontrolnego z samym genem reporterowym GFP.
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Rycina 5-15. Transfekcja linii komorkowej HEK293T plazmidami ekspresyjnymi
GFP@pLenti6/UbC oraz GFP-P2A-AMPKal@pLenti6/UbC. Kontrolg negatywng sq

komorki do ktorych dodano jedynie czynnik transfekcyjny bez DNA plazmidowego.

W celu doktadniejszej weryfikacji funkcjonalnosci plazmidu, po opisanej
transfekcji, zebrano transfekowane komodrki HEK293T w celu izolacji RNA oraz
catosciowej puli biatka. Uzyskany materiat postuzyl do sprawdzenia ekspresji

wprowadzonych transgenéw na poziomie transkryptu jak i na poziomie biatka.

Metoda PCR w czasie rzeczywistym oceniono, ze poziom mRNA dla GFP byt
porownywalny dla obydwu plazmidéw (Rycina 5-16A). Wykazano roéwniez wzrost
transkryptu podjednostki katalitycznej al kinazy AMPK w komoérkach transfekowanych
plazmidem z opracowanym konstruktem, natomiast, zgodnie z oczekiwaniami, nie
zaobserwowano zmian ilosci mRNA podjednostki katalitycznej a2. Warto nadmienié, ze
sama transfekcja nie przyczynia si¢ rowniez do modyfikacji ilosci transkryptu Zadnej z

izoform podjednostki a kinazy AMPK.

Uzyskane wyniki analizy poziomu biatlek GFP i AMPKo metoda Western Blot
odpowiadaja wynikom uzyskanym dla transkryptéw tych biatek. Interesujacym faktem
jest przesunigcie wysokosci prazka odpowiadajacego GFP w  komorkach
transfekowanych konstruktem GFP-P2A-AMPKal, co spowodowane jest wystepujacym
kilkuaminokwasowym nawisem powstalym po rozpadzie linkera P2A (Rycina 5-16B).
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Swiadczy to o prawidlowym dziataniu linkera P2A pozwalajacego na jednoczesna

ekspresje dwoch bialek w takim samym stosunku stechiometrycznym (1:1).
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Rycina 5-16. Analiza ekspresji wprowadzonych transgenéw GFP i AMPKol w
komorkach HEK293T. Panel A — wyniki oznaczenia ekspresji transkryptow GFP,
AMPKol i AMPKa2 uzyskane metodg PCR w czasie rzeczywistym. Wykresy
przedstawiajq usrednione dane z dwoch niezaleznych eksperymentow +SD, gwiazdkg
oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05). Panel B — oznaczenie ekspresji biatek
GFP i AMPKo. metodg Western Blot. W przypadku transfekcji plazmidem GFP-P2A-
AMPKol@pLenti6/UbC mozna zauwazy¢ pewng frakcje biatka AMPKol z przylqgczonym
GFP (delikatnie widoczny prgzek powyzej wilasciwego prqzka AMPKa) co swiadczy o
niepetnej wydajnosci rozpadu linkera P2A. Analize ilosciowg oparto o densytometrig
specyficznych prgzkow GFP i AMPKa wzgledem genu referencyjnego GAPDH.

Oznaczenie wykonano jednokrotnie.

5.2.9. Produkcja czastek lentiwirusowych stuzacych do wprowadzenia trwalej

nadekspresji podjednostki katalitycznej AMPKal

Posiadajagc  palzmidy ekspresyjne GFP@pLenti6/UbC oraz GFP-P2A-
AMPKal@pLenti6/UbC wyprodukowano czastki lentiwirusowe w linii pakujacej
HEK293T (Rycina 5-17). Wirusy mianowano uzywajac infekujac lini¢ komorkowa HT-
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1080. Oznaczone miano bylo na zadowalajacym poziomie, dlatego pominigto etap

zageszczania wirusa i przystapiono do transdukeji linii HTB-35.

W dalszych wynikach dotyczacych linii HTB-35, wyprodukowany wirus
wprowadzajacy nadekspresj¢ podjednostki al kinazy AMPK oznaczany jest jako GFP-
P2A-AMPK, a wyprowadzona linia z nadekspresja tego biatka oznaczana sg jako HTB-
35 GFP-P2A-AMPK.

Mianowanie wirusa
2.0x106 -

15106 -|—
2 1.010°

-

5.0x105 -
GFP-P2A-AMPK

GFP  GFP-P2A-AMPK

Rycina 5-17. Produkcja lentiwirusow GFP oraz GFP-P2A-AMPK w komorkowej linii
pakujgcej HEK293T. Zdjecia z mikroskopu pokazujq tworzenie syncytiow ze zlewajgcych
sie komorek, co jest charakterystycznym zjawiskiem przy produkcji wirusa. Po prawej

stronie wykres prezentujqcy uzyskane srednie miano wirusow GFP i GFP-P2A-AMPK.

5.2.10. Transdukcja linii HTB-35 wyprodukowanym lentiwirusem

Przy uzyciu wyprodukowanych wiruséw GFP i GFP-P2A-AMPK transdukowano
komorki linii HTB-35. Po zakonczeniu selekcji antybiotykowej uzyskano 2
zmodyfikowane linie komorkowe. Obecno$¢ genu reporterowego biatka zielonej
fluorescencji GFP pozwolita na cytofluorymetryczng oceng wyprowadzonych linii pod
wzgledem odsetka komorek wykazujacych ekspresje tego markera (Rycina 5-18).
Weryfikacja odsetka komorek GFP pozytywnych wykazata stosunkowo niska liczbg tych

komorek w populacji komdrek odpornych na antybiotyk selekcyjny.
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Rycina 5-18. Analiza cytofluorymetryczna wyselekcjonowanych linii HTB-35: GFP i
GFP-P2A-AMPK. Odsetek pozytywnych komorek wykazujgcych zielong fluorescencje
wynosit ok 36% dla linii GFP i ok 18% dla linii GFP-P2A-AMPK.

5.2.11. Sortowanie modyfikowanych linii komorkowych HTB-35

Obecno$¢ genu reporterowego pozwala na zastosowanie cytofluorymetrycznego
sortowania komoérek (FACS) w celu wzbogacenia populacji komoérek w komoérki GFP
pozytywne. Jest to o tyle istotne, ze w komorkach GFP-P2A-AMPK, z powodu uzycia
linkera P2A, ekspresja GFP jest wprost proporcjonalna do ekspresji AMPKal, zatem
sortujac komorki GFP pozytywne, otrzymujemy jednocze$nie populacje z wysoka
ekspresja AMPKal. Z linii HTB-35 GFP i HTB-35 GFP-P2A-AMPK wysortowano 10%
komorek o najwyzszej intensywnosci fluorescencji (MFI). Oznaczenie odsetka komorek
GFP pozytywnych wykazato, ze wynosit on okoto 99% dla linii GFP oraz okoto 94% dla
GFP-P2A-AMPK (Rycina 5-19A).

Po czterech tygodniach hodowli tych linii postanowiono ponownie sprawdzic¢

cytofluorymetrycznie odsetek komoérek GFP pozytywnych. O ile odsetek ten nie zmienit
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si¢ w linii HTB-35 GFP, to w linii HTB-35 GFP-P2A-AMPK spadt do poziomu okoto
88% co wynikalo z powickszenia si¢ liczby komoérek niewykazujacych zielonej
fluorescencji (a zatem niewykazujacych zwigkszonej ekspresji AMPKal) — Rycina 5-
19B.
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Rycina 5-19. 4naliza cytofluorymetryczna komérek HTB-35 GFP i GFP-P2A-AMPK po
przeprowadzonej procedurze sortowania FACS. Panel A — diagramy dla komorek
bezposrednio po ich sortowaniu. Odsetki komorek wykazujgcych zielong fluorescencje to
okoto 99% dla HTB-35 GFP i 94% dla GFP-P2A-AMPK. Panel B — linia komérkowa
GFP-P2A-AMPK po czterech tygodniach od procedury sortowanai FACS. Widoczny
wzrost odsetka komorek niewykazujqcych ekspresji biatka zielonej fluorescencji, co

spowodowalo spadek odsetka komorek GFP pozytywnych do okoto 88%.

Wobec spadku odsetka komoérek GFP pozytywnych w linii HTB-35 GFP-P2A-
AMPK zdecydowano powtdrnie wykona¢ procedure cytofluorymetrycznego sortowania
komorek przyjmujac identyczne parametry sortowania (10% komorek wykazujacych
najwyzsze MFI). Uzyskano populacje o duzej czystosci (okoto 99% komoérek GFP
pozytywnych) wykazujaca przy tym wyzsze MFI niz populacja komorek po pierwszej

procedurze sortowania (por. Rycina 5-20 i Rycina 5-19B).
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Rycina 5-20. Wynik drugiego sortowania FACS komorek HTB-35 GFP-P2A-AMPK.
Wysortowona populacja zawiera prawie 99% komorek wykazjgcych zielong

fluorescencje.

5.2.12. Weryfikacja uzyskania podwyzszonej ekspresji podjednostki katalitycznej ol
kinazy AMPK

Po kazdym sortowaniu komorek oznaczano poziom ekspresji bialek GFP 1 AMPKa
metodg Western Blot. Dane z oznaczen zebrano na Rycinie 5-21. Uzyskano 50% wzrost
ekspresji podjednostki katalitycznej al. Poza tym, komodrki po drugiej procedurze
sortowania wykazuja wyzsza ekspresje GFP niz po pierwszym sortowaniu — osigga
identyczny poziom z linig HTB-35 GFP. Oznaczenie po pierwszym sortowaniu komorek

wykonano jednokrotnie, natomiast po drugim — dwukrotnie.
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Rycina 5-21. Wynik analizy ekspresji biatek GFP i AMPKo w wyselekcjonowanych i
sortowanych liniach HTB-35. Panel A — Western Blot wykonany po pierwszym
sortowaniu FACS komérek GFP-P2A-AMPK (oznaczenie wykonane jednokrotnie). Panel
B — Western Blot wykonany po drugim sortowaniu komorek GFP-P2A-AMPK.
Usrednione wyniki z dwoch niezaleznych oznaczen, analiza ilosciowa przeprowadzona w
oparciu densytometrie specyficznych prgzkow GFP i AMPKo wzgledem genu

referencyjnego GAPDH, gwiazdkq zaznaczono istotne statystycznie roznice (p<0,05).

Na Rycinie 5-22 pokazano zdjecia mikroskopowe przedstawiajace fluorescencje
linii HTB-35 GFP-P2A-AMPK w pordéwnaniu do komorek ,,typu dzikiego”. Widoczna

zielona fluorescencja wszystkich komorek, z ktorych sktada si¢ przedstawiona kolonia.
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Rycina 5-22. Zdjecia mikroskowopowe pokazujgce wyslekcjonowang i sortowang linig
HTB-35 GFP-P2A-AMPK w porownaniu do komorek HTB-35 , ,typu dzikiego”
(niezmodyfikowanych). Widoczna zielona fluorescencja komorek linii GFP-P2A-AMPK.

5.3. Uzyskanie linii komorkowej o obnizonej ekspresji podjednostki a kinazy AMPK

5.3.1. Transdukcja linii komoérkowej C-41 wirusem wyciszajacym AMPKa

W celu uzyskania linii C-41 z obnizang ekspresja podjednostki katalitycznej a
kinazy AMPK zainfekowano komodrki C-41 komercyjnie dostepnym lentiwirusem
wprowadzajacym do genomu komorek sekwencje shRNA. Uzyto wirusa, ktorego
sekwencja shRNA skierowana byta przeciwko obydwu izoformom podjednostki
AMPKa. Oprocz whasciwej linii C-41 shAMPKo wyprowadzono réwniez lini¢ kontrolng
z wprowadzong do genomu sekwencja shRNA niewyciszajaca zadnego znanego
transkryptu (linia C-41 shCTRL). Na Rycinie 5-23 pokazano etapy wyprowadzania
zmodyfikowanych linii C-41. Na lewym dolnym zdjeciu widoczny brak komérek WT
(nietransdukowanych), co $§wiadczy o prawidlowo przeprowadzone] selekcji

antybiotykowej.
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Rycina 5-23. Wynik selekcji komérek C-41 transdukowanych lentiwirusem wyciszajgcym

podjednostke katalityczng o kinazy AMPK (srodkowa kolumna) oraz wirusem
niewyciszajgcym Zadnego zmnanego transkryptu (prawa kolumna). Gorne zdjecia
przedstawiajq komorki 5 dni po rozpoczeciu selekcji antybiotykowej. Dolne srodkowe i
prawe zdjecie przedstawiajq komorki po zakonczeniu selekcji (15 dni od rozpoczecia

selekcji).

Wyprowadzone linie C-41 shAMPKo i shCTRL sprawdzono pod katem
wyciszenia obu izoform podjednostki katalitycznej AMPKa. Metoda PCR w czasie
rzeczywistym oznaczono ekspresj¢ AMPKal i AMPKa?2 na poziomie mRNA (Rycina 5-
24A). Niestety, nie wykryto istotnych statystycznie réznic w poziomie transkryptu
AMPKal i AMPKo2 pomigdzy wyprowadzonymi liniami a komdrkami typu dzikiego.
Pomimo tego sprawdzono czy wystepuje jakiekolwiek wyciszenie ekspresji podjednostek
AMPKoa na poziomie biatka, do czego wykorzystano metod¢ Westrn Blot (Rycina 5-
24B). Analiza ekspresji bialkka AMPKa jednoznacznie wykazata brak jakichkolwiek
zmian w ekspresji.
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Rycina 5-24. Wyciszenie ekspresji podjednostki katalitycznej o kinazy AMPK w
modyfikowanych komorkach C-41. Panel A — ocena ekspresji na poziomie transkryptu
metodg PCR w czasie rzeczywistym. Widoczne pewne obizenie poziomiu ekspresji
obudwu izoform podjednostki AMPK, ktore jednak nie jest istotne statystycznie. Wykresy
przedstawiajq usrednionie wartosci z dwoch niezaleznych oznaczen + SD. Panel B —
analiza wyciszenia podjednostki AMPKo na poziomie biatka. Nie stwierdzono obnizenia
poziomu biatka podjednostki o. Zdjecia membran przedstawiajq reprezentatywne wyniki
dla dwoch niezaleznych oznaczen. Analiza ilosciowa przeprowadzona w oparciu

densytometrie prgzkow AMPKo wzgledem genu referencyjnego GAPDH.

5.3.2. Transdukcja linii komérkowej C-41 wirusem wyciszajagcym AMPKal

Wobec braku pozytywnego rezultatu wyciszenia podjednostki a, postanowiono
przeprowadzi¢ kolejna probe tej modyfikacji komorek C-41 uzywajac innego lentiwirusa
wprowadzajacego shRNA skierowane przeciwko podjednostce AMPKal. Wyciszenie
tylko izoformy al jest o tyle zasadne, iz w linii komoérkowej HTB-35 podnoszono
ekspresje tez tylko tej izoformy. Obnizenie ekspresji podjednostki al (Rycina 5-26B)
bylo duzo wigksze niz w przypadku poprzedniego lentiwirusa wyciszajacego obydwie

izoformy podjednostki o (por. Rycina 5-25A). Dodatkowo stwierdzono, ze wyciszenie
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izoformy al nie wplywa na ekspresje izoformy a2, a takze nie wplywa na ekspresje
podjednostki regulacyjnej AMPKf1, ktorej poziom ekspresji pozostaje na takim samym
poziomie jak w linii kontrolnej sShCTRL. Wyciszeniec AMPKal na poziomie transkryptu
ma przelozenie na wyciszenie na poziomie biatka oznaczone metodg Westrn Blot (Rycina
5-25B). Interesujacy jest fakt, ze wyciszenie na poziomie biatka zaobserwowano dopiero

po czwartym pasazu komorek od zakonczenia selekcji.
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Rycina 5-25. Wyciszenie podjednostki katalitycznej AMPKal w komorkach C-41. Panel
A - ocena ekspresji na poziomie transkryptu metodqg PCR w czasie rzeczywistym.
Widoczne obizenie poziomiu ekspresji izoformy 1 podjednostki AMPKa. Wykresy
przedstawiajq usrednionie wartosci z dwoch niezaleznych oznaczen + SD, gwiazdkg
oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05). Panel B — analiza wyciszenia
podjednostki AMPKo. na poziomie biatka. Zdjecia membran przedstawiajq
reprezentatywne wyniki dla dwoch niezaleznych oznaczen. Analiza ilosciowa
przeprowadzona w oparciu densytometri¢ prgzkow AMPKa wzgledem genu

referencyjnego GAPDH, gwiazdkq oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05).
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5.4. Wplyw zmian w ekspresji i aktywacji podjednostki katalitycznej o kinazy AMPK

na ekspresj¢ markeréw zwigzanych z przej$ciem epitelialno-mezenchymalnym

Modyfikacje linii komérkowych modelu badawczego doprowadzity do wyciszenia
podjednostki AMPKal w komorkach C-41 i podniesienia ekspresji tej samej jednostki w
komorkach linii HTB-35 (Rycina 5-26). Badania wptywu zmian ekspresji podjednostki o
kinazy AMPK na ekspresj¢ markerow zwigzanych z EMT przeprowadzono na sze$ciu
liniach komoérkowych — do kazdej linii genetycznie zmodyfikowanej dotgczono lini¢
komorek typu dzikiego (WT) i lini¢ kontrolng modyfikacji genetycznej (C-41 shAMPKal
I HTB-35 GFP). Na poziomie mRNA wystgpuje obnizenie ekspresji AMPKal w linii
shAMPKal ponizej poziomu ekspresji tej podjednostki w niemodyfikowanej linii HTB-
35.

QMPK(H mMRNA

710024

5310024

Ix10-024

PRKAA1/GAPDH

11002

Rycina 5-26. Oznaczenie ekspresji podjednostki kataitycznej AMPKol w 6 liniach
opracowanego modelu. Wykres przedstawia usrednionie wartosci relatywnej ekspresji
AMPKol wzgledem genu referyncejnego GAPDH z dwoch niezaleznych oznaczen + SD,

gwiazdkq oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05)

5.4.1. Proliferacja zmodyfikowanych linii komorkowych RSM

Oznaczono proliferacj¢ zmodyfikowanych genetycznie komérek modelu RSM
(Rycina 5-27). Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian w proliferacji komérek w
obrebie linii C-41 jak i HTB-35. Pomimo tego mozna zaobserwowac pewne obnizenie si¢

tempa wzrostu komorek linii HTB-35 GFP-P2A-AMPK.
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Rycina 5-27. Oznaczenie proliferacji komorek zmodyfikowanych linii C-41 1 HTB-35
metodg MTS. W czasie 72 godzin nie stwierdzono istotnych statystycznie rozZnic we
wzroscie linii komorkowych. Widoczny jest jednak pewne obnizenie tempa proliferacji
dla komorek HTB-35 GFP-P2A-AMPK w punkcie czasowym 72 godziny. Punkty na

wykresie prezentujq usrednione wartosci absorbancji z 3 powtorzen + SD.

5.4.2. Zuzycie tlenu przez komorki RSM

Oznaczenia wskaznikow zuzycia tlenu wykazato wyzsze zapotrzebowanie na tlen
inwazyjnej linii HTB-35 wzgledem linii C-4I. Zwigkszona konsumpcja tlenu
(przedstawiona na wykresie w czasie pomiedzy 40 a 60 minutg) jest charakterystyczna
dla linii nowotworowych 1 wigze si¢ z wyzszg odpornoscig m.in. na stres oksydacyjny i

niekorzystne warunki srodowiska.

Modyfikacja w zakresie ekspresji podjednostki katalitycznej AMPKal - zar6wno
obnizenie jak 1 podwyzszenie jej ekspresji w odpowiednich liniach, powoduje
zwigkszenie zapotrzebowania na tlen. Wzrost wskaznika zuzycia tlenu korespondujacy
ze zwigkszeniem mozliwos$ci adaptacyjnych do niekorzystnych warunkow jest jednak
duzo nizszy w przypadku linii komérkowych C-41 1 pozostaje na znacznie nizszym
poziomie niz niezmodyfikowane komorki HTB-35 (Rycina 5-29B i C). Komorki HTB-
35 GFP-P2A-AMPK charakteryzuja si¢ najwyzszym wskaznikiem zapotrzebowania na

tlen spos$rod wszystkich ocenianych linii modelu komérkowego.
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Rycina 5-28. Oznaczenie zuzycia tlenu przez komoérki RSM. Zapotrzebowanie na tlen
oznaczono na aparacie Seahorse porownujgc zarowno niezmodyfikowane linie
komorkowe modelu kmorkowego RSM — C41 do HTB-35 (Panel A) jak i uzyskane
modyfikowane linie do wyjsciowych linii komérkowych typu dzikiego (Panel B i C).

5.4.3. Wiasciwos$ci molekularne komorek HTB-35 o podwyzszonej ekspresji AMPKal

W wyprowadzonych liniach HTB-35 zaobserwowano wyrazne r6znice w wygladzie
komorek tworzacych kolonie linii HTB-35 GFP-P2A-AMPK. Zaobserwowane réznice W
morfologii  komorek  dotyczyly  przede  wszystkim  wygladu  polaczen
miedzykomorkowych (Rycina 5-29A). W zwigzku z tym postanowiono oceni¢ ekspresje¢
biatek odpowiedzialnych za tworzenie polaczen miedzykomorkowych (Rycina 5-29B).
Wyniki badania ekspresji wykazaty, ze linia HTB-35 GFP-P2A-AMPK charakteryzuje
si¢ istotnie wyzszg ekspresjg niektorych biatek tworzacych potaczenia typu tight-junction
oraz bialka adhezyjnego Kadheryny E (ktére jest takze gtownym markerem fenotypu

epitelialnego).
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Rycina 5-29. Wphw zwigkszenia ekspresji AMPKao.l w komoérkach HTB-35 na polgczenia
komorkowe. Panel A — wizualna ocena zmian komorek HTB-35 modyfikowanych
genetycznie. Widoczne zmiany w wyglgdzie polgczen komorkowych (przyktadowe
zaznaczone strzatkami). Powigkszenie 200x. Panel B — analiza ekspresji mRNA biatek
wchodzgcych w skitad potgczen komorkowych. Wykresy reprezentujq wzgledng ekspresje
oznaczanego genu w stosunku do genu referencyjnego GAPDH + SD. Oznaczenie

wykonano dwukrotnie, gwiazdkg oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05).
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5.4.4. Markery molekularne przejscia epitelialno-mezenchymalnego w komorkach
RSM

Opracowany model komodrkowy RSM zawierajacy linie komodrkowe ze
zmodyfikowang ekspresja AMPKa pozwolil na ocene ekspresji czynnikow zwigzanych
z przejSciem  epitelialno-mezenchymalnym.  Sprawdzano zaré6wno  czynniki
transkrypcyjne, ktoérych dziatanie jest zwigzane z implementacjag EMT, jak tez zmiany
markerow fenotypu mezenchymalnego czy tez innych czynnikow zwigzanych z
procesami towarzyszacymi EMT jak trawienie btony podstawnej czy modelowanie

macierzy zewnatrzkomorkowe;.
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Rycina 5-30. Ocena wplywu modyfikacji ekspresji podjednostki katalitycznej AMPKa.l
na ekspresje czynnikow zwigzanych z EMT. Panel A — ekspresja mRNA czynnikow
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transkrypcyjnych zwigzanych z indukcjq przejscia epitelilno-mezenchymalnego. Panel B
— ekspresja mRNA markerow fenotypu mezenchymalnego. Panel C — ekspresja mRNA

metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej posrednio zwigzanych z EMT.

Wykresy reprezentujg usrednione dane z dwoch niezaleznych oznaczen wzglednej
ekspresji oznaczanego genu w stosunku do genu referencyjnego GAPDH + SD, gwiazdkq

Oznaczono wybrane istotnie statystycznie roznice (p<0,05).

Uzyskane wyniki pokazujg wystepowanie istotne roznic czynnikdw zwigzanych z
EMT w badanych liniach. Szczegdlnie wyrazne sg one dla czynnikdéw transkrypcyjnych
Snail i ZEB-1 (odpowiedzialnych za implementacjc EMT), gdzie ich ekspresja
koresponduje ze zmianami ekspresji AMPKa zarowno w linii C-41 jak i HTB-35 (Rycina
5-30A). W linii C-41 shAMPKal ekspresja Snail i ZEB-1 byla wyzsza niz w linii
niezmodyfikowanej i linii kontrolnej shCTRL, natomiast doktadnie przeciwny efekt jest
widoczny w linii HTB-35 GFP-P2A-AMPK — podniesienie ekspresji AMPKal obniza
ekspresje tych czynnikow transkrypeyjnych.

Podniesienie ekspresji AMPKal w linii HTB-35 powoduje takze obniZzenie
gtownego markera mezenchymalnego jakim jest wimentyna, czyli przywraca epitelialne
wlasciwosci komorek. Nalezy jednak zauwazy¢, ze odwrotny efekt wystepuje dla innego

markera mezenchymalnego — desminy (Rycina 5-30B).

Otrzymane wyniki dotyczace zmian ekspresji metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomoérkowej sg niejednoznaczne (Rycina 5-30C). W wigkszosci przypadkow nie
znaleziono istotnych statystycznie réznic. Widoczny jest pewien efekt dla MMP-2,
natomiast jest on taki sam dla linii C-41 shAMPKal jak i przeciwstawnej HTB-35 GFP-
P2A-AMPK, i wiaze si¢ z obnizeniem ekspresji tej metaloproteinazy wzgledem linii

kontrolnych.

5.5. Wptyw czynnikéw zwigzanych z EMT na ekspresj¢ i aktywacje AMPK

Czynnik wzrostu hepatocytow (HGF) i czynnik pochodzenia stromalnego (SDF-1)
sg znanymi induktorami przej$cia epitelialno-mezenchymalnego. Jednym z zatozen
projektu doktorskiego byto sprawdzenie wptywu tych czynnikow na ekspresje 1
aktywacje podjednostki a kinazy AMPK w komodrkach RSM.

77



Wyniki

5.5.1. Zmiany fenotypowe i molekularne w komoérkowej C-41 pod wptywem stymulacji
czynnikami HGF i SDF-1

Dlugotrwata (24-godzinna) inkubacja komoérek C-41 z czynnikami HGF i SDF-1
miata wptyw na zmiany fenotypu komorek (hodowle z 10% FBS), ktore byly szczegdlnie
widoczne w przypadku dziatania czynnika HGF. Sprawdzono czy zmiany fenotypowe sa
powigzane z ekspresja i aktywacja AMPKa. Ocena ekspresji transktyptu podjednostki
AMPKal metoda PCR w czasie rzeczywistym wykazala istnienie istotnych statystycznie
réznic w ekspresji tej podjednostki pod wplywem dziatania czynnikéw indukujacych
EMT po 48-godzinnej stymulacji. Obnizenie ekspresji AMPKal jest szczegdlnie dobrze
widoczna po 48-godzinnej inkubacji z HGF jak i SDF-1 w medium pozbawionym
surowicy, jakkolwiek sa zachowane takze w standardowych warunkach hodowlanych
(10% FBS).

FBS FBS + HGF FBS + SDF

B AMPKa1 mRNA AMPKa1 mRNA 4
*
1.240°1 * * 8.0x10-2 *
* *
9.0x10°2 6.0:10-2 *
6.0x10°2 40102
3.0x10-2 | | | | | | 2,010 ‘ \ ‘ \ | |
oll L1 11 . ol L1
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Rycina 5-31. Wplyw czynnikéow HGF i SDF-1 na fenotyp komorek C-41 i ekspresje
transkryptu podjednostki katalitycznej AMPKol. Panel A — wizualna ocena zmian
fenotypu komorek C-41 pod wplywem 24-godzinnej inkubacji z HGF i SDF-1, zaréwno w
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medium zawierajgcym 0,5% BSA jak i 10% FBS. Panel B — 0znaczenie poziomu
transkryptu AMPKal po 24-godzinnej i 48-godzinnej inkubacji z HGF i SDF-1. Wykresy
reprezentujqg usrednione dane z dwoch niezaleznych oznaczen wzglednej ekspresji
oznaczanego genu w stosunku do genu referencyjnego GAPDH =+ SD, gwiazdkq

oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05).

5.5.2. Wptyw czynnika HGF na ekspresj¢ i aktywacje¢ AMPKa w komoérkach RSM

Po otrzymaniu wynikéw z dtugotrwalej inkubacji komoérek z HGF, pokazujacych
jego wptyw na poziom transkryptu podjednostki katalitycznej AMPKa, postanowiono
sprawdzi¢ ekspresje 1 aktywacje tej podjednostki metodg Western Blot. Zdecydowano si¢
uzy¢ aktywatorow AMPK: metforminy i AICAR jako kontroli aktywacji tej kinazy.
Zaskakujaco, okazato si¢, ze podczas jednoczesnej inkubacji komorek C-41 z HGF i
AICAR nie obserwowano zjawiska rozchodzenia si¢ komorek i zmiang fenotypu w strong
fenotypu mezenchymalnego (Rycina 5-32A). Podobny, aczkolwiek stabszy efekt
obserwowano podczas inkubacji komorek z HGF i metforming. Sprawdzono takze
niefarmakologiczng droge aktywacji AMPK, a mianowicie niskie stezenie glukozy.
Stwierdzono, ze takze tutaj zjawisko rozchodzenia si¢ komoérek tez byt do pewnego
stopnia hamowany. Ocena zmian na poziomie biatka po jednogodzinnej inkubacji
przedstawia Panel B Ryciny 5-32, a po 24-godzinnej inkubacji Panel C. Niezaleznie od
czasu inkubacji, nie obserwowano zmian w ilosci biatka AMPKa, natomiast widoczne
byly roznice w aktywnosci tej podjednostki. Bardzo interesujacy wynik otrzymano dla
24-godzinnej inkubacji, poniewaz pokazuje on, ze w komodrkach C-41 inkubowanych z
farmakologicznymi aktywatorami AMPK, aktywno$¢ podjednostki katalitycznej o jest -
paradoksalnie - wyciszana. Ponadto, efekt ten byl czgsciowo odwrdcony poprzez
dziatanie HGF (Rycina 5-32C).
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Rycina 5-32. Oznaczenie ekspresji i aktywacji biatka AMPKa pod wpltywem inkubacji z
HGF oraz chemicznymi aktywatorami kinazy AMPK w komorkah C-41. Panel A —
wizualna ocena zmian fenotypu komérek C-41 pod wpltywem 24 godzinnej jednoczesnej
inkubacji z czynnikiem HGF i aktywatorami kinazy AMPK: AICAR i metforming.
Dodatkowo oceniano wplyw fizjologicznej aktywacji kinazy AMPK niskim steZeniem
glukozy na zmiane efektu inkubacji komorek C-41 z HGF. Panel B — Ocena ekspresji i
aktywacji podjednostki AMPKa po 1-godzinnej inkubacji z HGF oraz aktywatorami
kinazy AMPK. Panel C — ocena ekspresji i aktywacji podjednostki AMPKa po 24-
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godzinnej inkubacji z HGF oraz aktywatorami kinazy AMPK. Zdjecia membran
przedstawiajq reprezentatywne wyniki dla dwoch niezaleznych oznaczen. Usrednione
wyniki ilosciowe = SD przedstawione na wykresach stupkowych oparto o densytometrie
prazkow  analizowanego genu wzgledem genu referencyjnego GAPDH, gwiazdkq

oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05).

W przypadku komorek HTB-35, 24-godzinna inkubacja z metforming w stezeniu
10 mM prowadzi do $mierci cze$ci komorek. Analiza uzyskanego po 24 godzinach biatka
ze wzgledu na charakterystyke metody jego izolacji (,,odptukanie” niezywych komoérek
zawieszonych w medium hodowlanych) wykazala, ze komorki ktore nie zostaty
»odptukane” charakteryzowaly si¢ bardzo niska ekspresja AMPKa. Dodatkowo, w
komorkach tych praktycznie nie wykryto aktywnej (fosforylowanej) formy AMPKa
(Rycina 5-36B).
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Rycina 5-33. Oznaczenie ekspresji i aktywacji biatka AMPKa pod wplywem inkubacji z

HGF oraz chemicznymi aktywatorami kinazy AMPK w komdrkah HTB-35. Panel A —

Ocena ekspresji i aktywacji podjednostki AMPKa po 1-godzinnej inkubacji z HGF oraz

aktywatorami kinazy AMPK. Panel B — ocena ekspresji i aktywacji podjednostki AMPKa

po 24-godzinnej inkubacji z HGF oraz aktywatorami kinazy AMPK. Zdjecia membran

przedstawiajq reprezentatywne wyniki dla dwoch niezaleznych oznaczen. Usrednione

wyniki ilosciowe + SD przedstawione na wykresach stupkowych oparto o densytometrie

prqgzkow  analizowanego genu wzgledem genu referencyjnego GAPDH, gwiazdkg

oznaczono istotnie statystycznie roznice (p<0,05).
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5.5.3. Wptyw dlugotrwatej aktywacji AMPK na zywotno$¢ komoérek RSM

Wiyniki cytofluorymetrycznej oceny zywotnosci i1 indukcji apoptozy w komorkach
RSM po 24-godzinnej inkubacji komorek z aktywatorem AMPK jakim jest metformina
przedstawiono na Rycinie 5-34. Wykazano, ze istotnemu obnizeniu ulega zywotnos$¢
komoérek HTB-35 oraz komorek HTB-34. Obnizenie zywotnosci koresponduje z

jednoczesng indukcja apoptozy w tych komorkach.
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Rycina 5-34. Cytofluorymetryczna ocena zywotnosci oraz indukcji apoptozy w
komorkach RSM pod wpbywem 24-godzinnej inkubacji z metforming. Oznaczenia
wykonano w 2 powtdrzeniach, wykresy przedstawiajq usrednione dane + SD, gwiazdkq

zaznaczono roznice istotne statystycznie (p<0,05).

5.6. Wplyw zmian w ekspresji kinazy AMPK na zdolno$¢ komorek nowotworowych do

tworzenia guzow 1 przerzutowania w modelu mysim NOD-SCID

5.6.1. Wzrost guzéw z komorek linii C-4l

Komorki C-41 po podskérnym podaniu do myszy NOD-SCID wykazywaty zdolno$¢
do tworzenia guzéw. Wystepowaly jednak istotne roznice w tempie wzrostu guzow

pochodzacych od réznych linii. Najszybciej rosngce guzy obserwowano w myszach
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szczepionych komoérkami w ktorych obnizono ekspresje podjednostki katalitycznej
AMPKal. Po wyizolowaniu guzéw po zakonczeniu eksperymenty stwierdzono, ze masa

guzow utworzonych przez komorki tej linii jest rowniez istotnie wigksza.

Masa guzoéw C-4l

Wzrost guzéw C-4l
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Rycina 5-35. Tworzenie guzow przez podane podskornie komorki C-41 WT, C-41 shCTRL
i C-41 shAMPK w modelu mysim NOD-SCID. Panel A — objetosciowy wzrost guzéw w
czasie obliczony z wynikow przezskornych pomiarow guza. Wykres przedstawia
usrednione dane z 2 eksperymentow (2 x n=4 dla kazdej linii komorkowej) = SD,
gwiazdkq zaznaczono réznice istotne statystycznie (p<0,05). Panel B — wykres ramkowy
obrazujqcy mase wyizolowanych guzow dla kazdej z trzech linii C-41 + SD, gwiazdkq
zaznaczono roznice istotne statystycznie (p<0,05). Panel C — wizualna ocena wielkosci
wyizolowanych guzow. Zamieszczona skala porownawcza: czarno-biate kwadraty o boku

a =5mm.

5.6.2. Zdolno$¢ komorek linii C-41 do tworzenia przerzutow

Po wykonaniu oznaczen metoda PCR w czasie rzeczywistym, stwierdzono brak
obecno$ci ludzkiego genu B-aktyny w probkach RNA wyizolowanych od myszy
szczepionych komorkami C-41. Oznacza to brak mozliwosci tworzenia przerzutéw przez

komorki linii C-41, zard6wno komorki ,,typu dzikiego” jak 1 zmodyfikowane genetycznie.
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5.6.3. Wzrost guzéw z komorek linii HTB-35

Wzrost guzoéw tworzonych przez komorki linii HTB-35 przedstawia Rycina 5-36.
Komoérki wszystkich linit HTB-35 charakteryzowaly si¢ szybszym wzrostem w modelu
mysim NOD-SCID niz komorki linii C-41, dlatego czas eksperymentu zostat skrocony do
15 dni. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic we wzro$cie i masie guzow,
aczkolwiek mozna zaobserwowaé pewne przesuni¢cie mediany masy guzéw HTB-35
GFP-P2A-AMPK w stron¢ wyzszej masy, co jest rOwniez obserwowalne na wykresie

pomiardéw objetosci guzow.
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Rycina 5-36. Tworzenie guzow przez podane podskérnie komorki HTB-35 WT, HTB-35
GFP i HTB-35 GFP-P2A-AMPK w modelu mysim NOD-SCID. Panel A — objetosciowy
wzrost guzow w czasie obliczony z wynikow przezskornych pomiarow guza. Wykres
przedstawia usrednione dane z 2 eksperymentow (2 x n=3 dla kazdej linii komorkowej) +
SD. Panel B — wykres ramkowy obrazujgcy mase wyizolowanych guzow dla kazdej z
trzech linii HTB-35. Panel C — wizualna ocena wielkosci wyizolowanych guzow.

Zamieszczona skala porownawcza: czarno-biate kwadraty o boku a =5mm

5.6.4. Zdolno$¢ komorek linii HTB-35 do tworzenia przerzutow

Zdolnos¢ komoérek HTB-35 do tworzenia przerzutow weryfikowano metoda PCR w

czasie rzeczywistym, poszukujac w pobranych od myszy probkach ptuc, $ledziony i

85



Wyniki

szpiku transkryptu ludzkiej B-aktyny. Wykazano obecnos¢ tego transkryptu w probkach
pluc, co jest wynikiem zasiedlenia si¢ w ptucach ludzkich komorek HTB-35. Analiza
ilosciowa wskazata, ze ilo$¢ transkryptu w ptucach myszy szczepionych komorkami linii
GFP-P2A-AMPK bylta istotnie nizsza niz u myszy szczepionych komorkami ,,typu
dzikiego” (Rycina 5-37). Warto zaznaczy¢, ze ilo$¢ transkryptu B-aktyny w ptucach
myszy szczepionych GFP-P2A-AMPK dla wszystkich probek pozostawala na bardzo

niskim poziomie, co jest widoczne na wykresie.
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Rycina 5-37. Oznaczenie poziomu transkryptu genu ludzkiej p-aktyny w probkach ptuc
pochodzgcych od myszy szczepionych podskornie komorkami HTB-35. Zdolnos¢ do
tworzenia przerzutow jest wprost proporcjonalna do ilosci transkryptu genu ludzkiej p-
aktyny wzgledem mysiego genu GAPDH. Wykres reprezentuje dane z dwoch niezaleznych
eksperymentow + SD (2 x n=3 dla kazdej linii komorkowej), gwiazdkq oznaczono istotnie

statystycznie roznice (p<0,05).
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Dyskusja

6.1. Ekspresja i aktywacja AMPK w réznych stopniach zaawansowania nowotworu.

Wybrane linie komérkowe RSM stanowigce model badawczy rdéznig si¢ istotnie
miedzy sobg 1 wydaja si¢ by¢ dobrym przyktadem progresji przerzutowej raka szyjki
macicy. C4-I reprezentujg stopien I zaawansowania nowotworu, natomiast HTB- 35
odpowiadaja stopniowi II [18]. Jednym z proceséw, ktory wchodzi w ogdét zmian
wystepujacych  podczas  przerzutowania jest proces przejscia  epitelialno-
mezenchymalnego [104]. Badania na rakiem szyjki macicy udowodnity, ze to wlasnie
EMT odpowiada za jego progresje przerzutowa [134]. Charakterystyka markerow
epitelialnych i mezenchymalnych w liniach komorkowych C-41 i HTB-35, a takze HTB-
34 doktadnie odpowiada zmianom wystepujacym podczas EMT [100]. Linia HTB-34,
pochodzaca z przerzutu, sktada si¢ z komorek, ktére po EMT przeszly proces odwrotny
czyli MET (przejscie mezenchymalno-epitelialne). Z tego wzgledu byta uzywana tylko
porownawczo przy niektorych eksperymentach, a gtdéwny nacisk potozono na linie C-41
I HTB-35, ktore dobrze przedstawiajg nabywanie zdolno$ci inwazyjnych poprzez
implementacje programu EMT. Pozwolito to na dobre skorelowanie zmian w ekspresji 1

aktywacji kinazy AMPK ze zmianami zachodzacymi podczas EMT.

Wobec powyzszego, linie komorkowe scharakteryzowano pod wzgledem ekspresji
roznych podjednostek kinazy AMPK, szczegdlny nacisk kladac na podjednostke
katalityczng ol jako gtowng podjednostke wykonawcza tej kinazy. Wykonane
oznaczenia pozwolity stwierdzi¢, ze to wtasnie ta podjednostka roznicuje linie wzgledem
siebie, podczas gdy ekspresja drugiej izoformy podjednostki a (czyli 02) nie roznita si¢
pomiedzy liniami i jednocze$nie byla na duzo nizszym poziomie niz al. Takze
oznaczenie podjednostek Bl i1 yl nie wykazalo istnienia réznic w ich ekspresji na
poziomie RNA. Warto odnotowa¢, ze analiza iloSciowa biatka AMPKP1 pokazuje
réznicg¢ pomigdzy komoérkami C-41 a HTB-35 (wyzsza ekspresja w C-41) jednak nie
przektada si¢ ona na ilo$¢ aktywnej formy tego biatka — analiza statystyczna nie wykazata
istotnych statystycznie rdéznic pomiedzy iloscig fosforylowane; formy AMPKpI1
pomiedzy liniami. Nie sprawdzano innych izoform podjednostek 3 1y, co wynika z faktu,
iz wedlug danych literaturowych, to wlasnie podjednostki 1 1 y1 sg ekspresjonowane w
tkance pochodzenia epitelialnego [135]. Analiza poziomu ekspresji izoform podjednostki
a rowniez wydaje si¢ jednoznacznie wskazywac, ze to al jest charakterystyczna dla

komorek epitelilnych, co zgadza si¢ z literaturg [136].
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Oznaczenia poziomu ekspresji AMPK sugeruja, ze wyciszenie ekspresji tej kinazy
jest skorelowane z nabywaniem zdolnosci inwazyjnych i wzrostem ztosliwosci komorek
nowotworowych. Fakt ten znajduje potwierdzenie w literaturze. Chi-Wai Lee i wsp.
wykazali spadek ekspresji w roznych liniach komorkowych raka watroby [137]. W
badaniach oznaczano ekspresj¢ podjednostki a2, a nie al, co jednak ma poparcie w
danych literaturowych co do tkankowo specyficznej ekspresji réznych izoform
podjednostek AMPK. Autorzy sprobowali okresli¢ przyczyne deregulacji ekspresji
AMPKa2 w jednej z linii raka watroby — HepG2. Wykazano ze wyciszenie ekspresji
AMPKo2 w komorkach HepG2 bylo zwigzane z epigenetyczng modyfikacja, jaka byta
acetylacja histonow regionu promotora genu PRKAA2 (kodujacego AMPKoa2). Inne
doniesienia literaturowe demonstruja, ze wyciszenie ekspresji AMPKo2 ma swoja
przyczyne w delecji regionu chromosomu 1p31 kodujacego t¢ podjednostke [138]. Jest
mozliwe, ze podobne zjawisko ma miejsce w przypadku inwazyjnej linii HTB-35, jako
ze jest ona opisywana jako obarczona duzymi rearanzacjami genomowymi [139]. W
badaniach Chi-Wai Lee i wsp., udowodnili oni, ze wyciszenie AMPKa2 poprzez
wprowadzenie sekwencji ShRNA skierowanej przeciwko tej podjednostce prowadzi do

zwigkszenia tempa proliferacji 1 wzrostu ztosliwosci tych komorek.

Oznaczenia wykonane dla modelu komorkowego, wykazaty, ze linie komorkowe C-
41 i HTB-35 nie tylko rdznig si¢ ekspresja AMPKal ale rowniez jej aktywacja. W linii
C-41, aktywacja AMPKa utrzymuje si¢ natywnie na bardzo wysokim poziomie,
natomiast w komorkach HTB-35 jest ponad dwukrotnie nizsza. Rézne doniesienia
literaturowe wykazuja, ze w wielu typach nowotworow nastepuje wyciszenie aktywnosci
AMPK [140]. Przeprowadzone przez S.M. Hadad i wsp. badania probek
histopatologicznych pochodzacych od dwoch kohort pacjentow ze zdiagnozowanym
rakiem piersi (facznie 354 probki) pozwolity skorelowa¢ obnizong aktywnos$¢ kinazy
AMPK z rozwojem nowotworu [141]. We wszystkich przypadkach w tkankach guzow
nowotworowych oznaczono istotnie nizszg aktywno$s¢ AMPKa, niz w otaczajacej je
prawidlowej tkance epitelialnej. Dodatkowo autorzy wykazali, ze im wigksze obnizenia
aktywnos¢i AMPKa tym wyzszy stopien ztosliwosci nowotworu. Do podobnych
wnioskow doszli Badacze analizujacy przypadki raka trzustki [142]. W analizie
immunohistochemicznej preparatéw histopatologicznych wykazali wylaczenie aktywacji
AMPKa w komorkach nowotworowych, w przeciwienstwie do prawidtowego nablonka,

gdzie ta aktywno$¢ byta wysoka.
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Niestety stosunkowo mato jest badan analizujacych bezposrednio aktywno$¢ i/lub
ekspresje kinazy AMPK w raku szyjki macicy. Jednym z takich badan, ktore skupia si¢
na kinazie LKBI, czyli b¢dacej bezposrednim aktywatorem AMPK jest badanie S.N
Wingo i wsp. [143]. Autorzy analizowali nagromadzenie mutacji somatycznych w
regionie genu kodujacego LKB1, ktére uniemozliwiaty ekspresje wtasciwej formy tego
biatka. Logicznym wydaje si¢ zatozenie, ze pozbawienie komoérek obecnos$ci jednej z
kinaz regulujacych aktywujacych AMPK, bedzie mialo negatywny wplyw na jej
aktywnos¢. Co ciekawe, w przeprowadzonych badaniach okreslono, ze zjawisko
uszkodzenia sekwencji LKB1 jest do$¢ czeste, jako ze wystepuje w wigcej niz 20%
przypadkéw RSM, natomiast jest zwigzane z wyzszg agresywnosciag nowotworu i
gorszymi rokowaniami. Oprocz badania materiatu histopatologicznego Autorzy
przeanalizowali sekwencje genu LKB1 w 9 liniach komérkowych RSM, m.in. C-41 i
HTB-35, co wykazalo, ze w linii C-41 zmutowany jest tylko jeden z alleli, natomiast w
HTB-35 obydwa allele kodujace LKB1. W konteks$cie przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy doktorskiej badan nad aktywnoscia AMPK w liniach C-41 i HTB-35,

moze stanowi¢ to jedna z mozliwo$ci wytlumaczenia wystepujacych rdznic.

Przytoczone badania histopatologiczne popieraja postawiong tezg, ze nabywanie
zdolnoséci inwazyjnych 1 wzrost stopnia zlo$liwosci nowotworu jest pozytywnie

skorelowane z ekspresja 1 aktywnosciag AMPK (a szczegdlnie AMPKa) w RSM.

6.2. Wptyw ekspresji AMPK na proces przejscia epitelialno-mezenchymalnego i

przerzutowanie

Poniewaz wybrane linie C-41 i HTB-35 dobrze obrazuja komorki znajdujace si¢ na
poczatkowym 1 na zawansowanym etapie programu EMT, naturalnym wydawato si¢
wprowadzenie modyfikacji genetycznych odwracajacej stosunek AMPKoal w tych
liniach. Zdecydowano si¢ na trwala modyfikacje genetyczng przy uzyciu systemu
lentiwirusowego, poniewaz w zatozeniach projektu byly zaplanowane eksperymenty in
vivo. Dlatego, aby mie¢ mozliwo§¢ uzywania tych samych, zmodyfikowanych linii
komorkowych in vitro i w modelu zwierzecym, modyfikacja lentiwiusami
wprowadzajgcymi transgen do genomu byla najlepszym wyborem. Przeprowadzone

manipulacje pozwolily obnizy¢ ekspresj¢ AMPKal w linii C-4I ponizej poziomu
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natywnej ekspresji w niezmodyfikowanych komoérkach HTB-35. Natomiast modyfikacja
linii HTB-35 nie doprowadzita do podniesienia ilosci transkryptu AMPK do poziomu
wystepujacego w linii C-41, ale odnotowano wzrost ekspresji o ponad 50%.
Wprowadzone modyfikacje miaty wplyw na markery zwigzane z EMT. Wykonane
oznaczenia pokazaly zmiang ekspresji kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych dla
EMT — Snail, Slug i ZEB-1. W linii C-41 obnizenie ekspresji AMPKal podniosto poziom
ekspresji czynnikow Snail 1 ZEB-1, natomiast w komodrkach HTB-35 o zwickszonej
ekspresji AMPKal zaobserwowano doktadnie odwrotny efekt. Efekt ten $wiadczy
bezposrednio 0 modyfikacji procesu EMT [100]. Pewne watpliwosci budzi wynik
uzyskany dla czynnika Slug, ktorego zmiany ekspresji sg odwrotne do zmian
zaobserwowanych dla pozostalych czynnikow. Warto jednak zauwazy¢, ze
zmodyfikowana linia HTB-35 GFP-P2A-AMPK wykazuje roznice w ekspresji takze
glownych markerow EMT jakimi sa wimentyna i kadheryna E. Na tej linii widaé
cze$ciowe odwrocenie fenotypu mezenchymalnego, co wyraza si¢ poprzez zmiang
ekspresji biatek potaczen migdzykomorkowych. Biatka te takze sg opisywane w
literaturze jako markery przejscia epitelialno-mezenchymalnego [104]. Linia komorkowa
C-41 shAMPKal, oprocz zmian w ekspresji czynnikow transkrypcyjnych nie
wykazywala istotnych roznic w ekspresji kadheryny E czy wimentyny. Sugeruje to, ze
samo obnizenie ekspresji kinazy AMPK nie jest czynnikiem wystarczajacym do
wystapienia zmian w kierunku fenotypu mezenchymalnego. Zgadza si¢ to z
doniesieniami literaturowymi, ktore raczej wskazujg na wylaczenie aktywnosci tej kinazy
jako wspotwystepujace z nabywaniem zdolno$ci inwazyjnych przez komorki

nowotworowe [144].

Wyciszenie ekspresji kinazy AMPKo w komorkach C-41 przetozylo si¢ jednak na
zdolno$¢ komorek do wzrostu in vivo. Komorki te po przeszczepieniu do modelu mysiego
NOD-SCID formowaty wigksze i szybciej rosnace guzy, niz komorki niezmodyfikowane
1 shCTRL. Zgadza si¢ to z danymi dostgpnymi w literaturze, ktore korelujg ekspresje
AMPKa bezposrednio z tempem wzrostu guzéw w modelu mysim [145]. Wyciszenie
ekspresji AMPKa nie wptyneto jednak w zaden sposéb na brak zdolnosci komorek C-41
do przerzutowania, poniewaz w wyizolowanym z myszy materiale (ptuca, $ledziona,
szpik kostny) nie znaleziono $ladow tych komodrek (w postaci transkryptu ludzkiego genu

B-aktyny). Bioragc pod uwagg brak istotnych zmian molekularnych zwigzanych z EMT w
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tych komorkach, oraz fakt ze to wlasnie EMT jest koniecznym mechanizmem do

wystgpienia przerzutu w RSM [146] wynik ten nie jest zaskoczeniem.

Z kolei podniesienie ekspresji AMPKal w komorkach HTB-35, ktore wigzalto si¢ z
czesciowym odwrdceniem fenotypu mezenchymalnego in vitro, przetozylo si¢ na
zdolno$¢ tych komorek do przerzutowania in vivo. Wykonane oznaczenia w pobranym
materiale od myszy szczepionych komdrkami HTB-35 pozwolito okresli¢, ze linia GFP-
P2A-AMPK duzo stabiej przerzutowata niz niezmodyfikowane komorki HTB-35 i HTB-
35 GFP. Jest to o tyle cickawe, ze wigkszos¢ publikacji podaje, ze to aktywacja AMPK
prowadzi do zmniejszenia mozliwosci tworzenia przerzutow [142], [147]. Jesli jednak
wzig¢ pod uwagg, ze oznaczenie aktywnosci AMPKa metoda Western Blot pokazywato,
ze kinaza ta jest natywnie aktywna w komorkach tej linii (cho¢ na niskim poziomie),
zwigkszenie ilosci biatka AMPKa bedzie jednocze$nie powodowato proporcjonalne

zwigkszenie aktywnosci.

Doswiadczenie in vivo wykazato takze, ze komorki HTB-35 GFP-P2A-AMPK
formowaty nieznacznie wigksze guzy (widoczne na wykresie przesuni¢cie mediany masy
guzow, ale brak istotnosci statystycznej). W przeprowadzonych eksperymentach in vitro
okreslajacych wskazniki zapotrzebowania na tlen, obydwie linie (C-41 shAMPKal i
HTB-35 GFP-P2A-AMPK) wykazywaty zwigkszenie zapotrzebowania na tlen
$wiadczace o zwigkszeniu zdolno$ci adaptacyjnych komorek 1 zwigkszeniu odpornos$ci
na stres oksydacyjny oraz niekorzystne warunki. Jest to wynik pozornie zaskakujacy,
ktory jednak nie jest sprzeczny z doniesieniami literaturowymi pokazujacymi, ze kinaza
AMPK moze przyjmowac¢ rdézne funkcje w zaleznosci od kontekstu molekularnego 1
metabolicznego [87], [94]. W szczegdlnosci, zardbwno obnizenie ekspresji AMPKa w
komorkach C-41 jak i uzyskanie nadekspresji w komorkach HTB-35, moze prowadzi¢ do
promowania przezycia przez te komoérki. Wynika¢ to moze z innej funkcji jaka petni
AMPK w tych komorkach. W linii C-41, ktéra zachowuje czes¢ wtasciwosci prawidtowej
tkanki epitelialnej, AMPK ciagle petni prawidlowa role ,,straznika” metabolicznego,
ktérego wylaczenie prowadzi do deregulacji metabolicznej 1 w konsekwencji (cho¢
odleglej) nabycia wyzszego stopnia zlosliwosci. Natomiast w komodrkach HTB-35,
wystepuje stale rozprzegniecie szlakéw metabolicznych, w zwigzku z czym kinaza

AMPK wypada ze swojej funkcji. Komorki HTB-35 pozyskujace energi¢ glownie w
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procesie glikolizy [148] moga wykorzystywa¢ AMPK tylko w celu zwigkszenia

zdolno$ci generowania energii, z pomini¢ciem regulacji metabolicznej [149].

6.1. Molekularne mechanizmy wzajemnej regulacji EMT i AMPK

Opisane wczesniej réznice w funkcjonowaniu kinazy AMPK sa jeszcze bardziej
widoczne w eksperymentach in vitro z farmakologicznymi aktywatorami AMPK oraz

czynnikami indukujgcymi wystgpienie EMT.

Jednym z najbardziej zaskakujacych doswiadczen byla inkubacja komoérek C-41 z
czynnikiem wzrostu hepatocytéw (HGF) i czynnikiem pochodzenia stromalnego (SDF-
1). W medium suplementowanym 10% FBS, komorki C-41 po 24 godzinnej inkubacji z
kazdym z tych czynnikow zmieniaja swoj fenotyp w strone fenotypu inwazyjnego.Trzeba
podkresli¢, ze efekt ten jest bardzo stabo widoczny dla czynnika SDF-1, natomiast bardzo
wyrazny dla HGF i to na tym czynniku skupiono si¢ w dalszych eksperymentach.
Indukcja EMT czynnikiem HGF jest faktem znanym [150]-[152], natomiast zaskakujace
byto, ze przeprowadzenie inkubacji z aktywatorem AMPK jakim jest AICAR catkowicie
blokowato ten efekt. W pewnym stopniu byto to takze widoczne przy jednoczesnej
inkubacji HGF z metforming czy tez inkubacji komoérek z HGF w medium o niskim
stezeniu glukozy, zatem kazdy sposob aktywacji AMPK prowadzit do inhibicji efektu
rozpraszania komorek. Kolejnym interesujacym faktem, bylo ustalenie, zZe
dhugoterminowa — 24- i 48-godzinna inkubacja z HGF (a takze z SDF-1) prowadzita do
istotnego obnizenia ekspresji AMPKal. W celu dalszej analizy wptywu HGF na kinaze
AMPK, oznaczano ekspresje 1 aktywacje AMPKa na poziomie biatka. Sprawdzono, ze
w komorkach C-41 HGF po godzinnej inkubacji aktywuje AMPKo na poziomie
poréwnywalnym co AICAR i metformina. Natomiast po 24-godzinnej inkubacji, co
zupelie zaskakujace, w komorkach C-41 inkubowanych z metforming i AICAR
dochodzito do wyciszenia aktywacji AMPKoa. Aktualnie nie znaleziono ani
wytlumaczenia tego faktu, ani istniejagcych doniesien o takim fenomenie. Natomiast
aktywacja AMPK powodowana dziataniem HGF caly czas utrzymywata si¢ na wysokim
poziomie. Jednak jednoczesna inkubacja z HGF i aktywatorami AMPK, powodowata
obnizenie aktywacji w stosunku do samego HGF. W przypadku inkubacji HGF 1 AICAR

aktywacja miata niewiele wyzszy poziom niz w przypadku samego AICAR. Trzeba
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zaznaczyc¢, ze po 24 godzinach inkubacji pojawiata si¢ aktywacja AMPKa w komodrkach
znajdujacych si¢ medium z 0,5% BSA, co by¢ moze spowodowane byto niedostatkiem

substancji odzywczych w medium, ktoéry powoduje naturalng aktywacje tej kinazy [153].

Zebrane fakty mozna utozy¢ jednak w pewng cato$¢, natomiast z powodu braku
doniesien literaturowych na ten temat, jest to tylko hipoteza. Wytlumaczeniem
zaobserwowanych zjawisk, moze by¢ fakt, ze komorki C-41, jako posiadajace pewne
cechy prawidtowych komorek epitelialnych, zachowujg takze ,,rezim” metaboliczny.
Oznacza to, ze dtugotrwata i niefizjologiczna aktywacja kinazy AMPK bedzie dla nich
niekorzystna, poniewaz AMPK traci w takim przypadku wtasciwg jej funkcje, czyli
przetacznika metabolicznego — ciaggla aktywacja uniemozliwia reagowanie na zmiany.
Dlatego, komorki wytaczaja aktywnos¢ AMPK. Natomiast dzialanie HGF omija ten
mechanizm i powoduje stata aktywacje AMPKa, prawdopodobnie poprzez zmiang
stezenia jonow Ca®* i aktywacje CaMKK [154], [155](mozliwe zaangazowanie szlakow
zwigzanych z FOXO3a i AKT [156] lub kaskada LKB1/AMPK/eNOS [157]). Stad,
inkubacja z HGF (w medium z 10% FBS) prowadzi do rearanzacji cytoszkieletu i nabycia
cech fenotypu inwazyjnego, poniewaz ciagle jest dostarczana energia ze strony AMPK.
Z kolei obserwowane wyciszenie aktywnosci AMPK w przypadku jednoczesnej
inkubacji z AICAR 1 HGF, tlumaczy zahamowanie rozpraszania komorek poprzez
wylaczenie przelacznika jakim jest AMPK 2z generowania energii na procesy

gromadzenia zapasOw energetycznych.

Zupelie inaczej przedstawia si¢ aktywacja AMPK poprzez dziatanie HGF 1
farmakologicznych aktywatorow AMPK w komorkach HTB-35. Wspolng cechg z
komorkami C-41 jest pojawienie si¢ aktywacji AMPKoa pod wplywem HGF po 1-
godzinnej inkubacji i jej utrzymywanie si¢ takze po 24-godzinnej inkubacji. Podobng
aktywacje AMPK wykazuja te komoérki w inkubacji z AICAR — jednak nie wystepuje
wyciszenie po 24 godzinach. W dodatku wystepuje efekt addytywny indukcji AMPK
przez jednoczesne dziatanie HGF i AICAR, po 24-godzinnej inkubacji. Jednak w
przypadku tych komoérek wystepuja dramatyczne zmiany nie tylko w aktywnosci, ale i
ekspresji AMPKa pod wptywem metforminy. 24-godzinna inkubacja z tym zwigzkiem
powoduje okoto 90% spadek ekspresji AMPKa na poziomie biatka. W dodatku w okoto
35% komorek wystepuje indukcja apoptozy. Jest mozliwe, ze zaznacza si¢ tutaj aktywny

mechanizm degradujacy podjednostke katalityczng AMPKal. Badania prowadzone
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przez C.T Pineda i wsp. wykazaty, ze w komdrkach nowotworowych uaktywnia si¢ ligaza
ubikwitynowa MAGE-A3/6-TRIM28 normalnie funkcjonujaca w meskiej linii
zarodkowej [158]. Autorzy dowiedli, ze dziatanie tego enzymu powodowato
ubikwitynacje i nastepnie degradacje podjednostki al w réznych rodzajach nowotwordw.
Co istotne, wigzato si¢ to z wystapieniem hiper-wrazliwos$ci komorek nowotworowych
na dzialanie aktywatora AMPK jakim jest metformina. Wystgpowanie tego mechanizmu
w komoérkach HTB-35 mogloby tlumaczy¢ ich wysoka wrazliwo$¢ na dhlugotrwalg
inkubacje z metforming. Warto tu jeszcze dodaé, ze pomimo zupehie innych wynikow
oznaczenia ekspresji i aktywnosci AMPKal w tych komoérkach po 24-godzinnej
inkubacji z metforming a AICAR, w przypadku tego drugiego aktywatora, takze
nastepuje spadek zywotnosci komoérek tylko jest on widoczny dopiero po 48 — 72
godzinach inkubacji. Wystepujace réznice pomigdzy inkubacjami z metforming i AICAR
moga jednak wynikac¢ z innej biologicznie zasady dziatania tych aktywatorow AMPK.

Zebrane wyniki pokazuja rézne obliczca AMPK w komorkach C-41 i HTB-35,
wynikajace najprawdopodobniej z rdznic w stopniu zaawanSowania i1 ztosliwosci
komorek [159]. Komoérki HTB-35 wykorzystuja kinazg¢ AMPK nie jako ,,straznika”
metabolizmu, a jako ,,pomocnika” w zdobywaniu energii, np. poprzez zaburzenia w
gospodarce lipidowej. Natomiast uzycie metforminy, ktorej dzialanie jest mniej
selektywne niz AICAR, w komoérkach HTB-35 prowadzi do obnizenia efektywnosci

pozyskiwania energii w procesie glikolizy i, w konsekwencji, $mierci komoérek [148].

Podsumowujac, badania zwigzkow kinazy AMPK 1 procesu przejscia epitelialno-
mezenchymalnego, pozwala na poznanie szerszego, metabolicznego kontekstu
przerzutowania nowotworéw. Pomimo, ze tematyka roli metabolizmu w nowotworzeniu
1 przerzutowaniu jest eksplorowana stosunkowo od niedawna , pojawia si¢ co raz wigcej
publikacji na ten temat, a jednym z powoddéw do zwrdcenia si¢ w t¢ stron¢ bylo

dostrzezenie roli kinazy AMPK w regulacji wielu procesow wewnatrzkomorkowych.

AMPK mozna zdecydowanie postrzega¢ jako marker prognostyczny i warunkujacy
terapi¢ antynowotworowa w raku szyjki macicy. Pomimo faktu, Ze AMPK moze
wystepowaé w podwojnej roli w zaleznos$ci od zaawansowania i stopnia zto§liwosci
nowotworu, w przypadku RSM jest obiecujgcym celem terapeutycznym. Szczegdlnie w
poczatkowych stadiach zaawansowania nowotworu dziatanie aktywatoréw AMPK moze

pomoc w terapii onkologicznej. W zaawansowanym stadium nowotworu, lub moéwiac
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bardziej precyzyjnie, w przypadku deregulacji funkcjonowania, ekspresji i aktywacji
AMPK w komoérkach RSM, przywrocenie ekspresji AMPK moze by¢ korkiem w strone
eliminacji komoérek nowotworowych. O ile jednak terapie genowe sg trudne w aplikacji,
a ich efektywnos¢ czesto niewystarczajgca, w przypadku CC, ktory zwigzany jest z
wyciszeniem AMPK, zastosowanie farmakologicznego aktywatora jakim jest

metformina, moze przynies¢ korzystne efekty, jak sugeruja wykonane do§wiadczenia.
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1. Transformacja nowotworowa prowadzi do deregulacji metabolicznej zwigzanej
wylaczaniem prawidlowego funkcjonowania ,,straznika” homeostazy energetycznej

jakim jest kinaza AMPK.

2. Wylaczenie kontroli metabolizmu ze strony AMPK podczas transformacji
nowotworowej jest warunkiem koniecznym, ale niewystarczajacym do nabycia fenotypu

inwazyjnego 1 zdolno$ci do przerzutowania.

3. Przywrdcenie ekspresji podjednostki katalitycznej AMPKo w komorkach
nowotworowych, w ktérych doszto do implementacji EMT, pozwala czg$ciowo odwrdcic

ten proces 1 przywraca¢ ekspresje markerdéw epitelialnych.

4. Obnizenie ekspresji podjednostki katalitycznej AMPK w komorkach
nowotworowych o fenotypie epitelialnym, indukuje molekularne zmiany w kierunku
EMT.

S. Kinaza AMPK moze petni¢ r6zng role w zaleznosci od stopnia zaawansowania
nowotworu. W komoérkach nowotworowych o niskim stopniu zlo§liwosci, zachowuje
czgsciowo zdolnos¢ do prawidtowego zarzadzania homeostaza energetyczng komorki. W
komorkach charakteryzujacych si¢ wysokim stopniem ztos§liwosci, kinaza AMPK jest
odpowiedzialna za wigksze zdolnosci adaptacyjne 1 przezywalno$¢ komorek

nowotworowych.

6. W  komoérkach nowotworowych posiadajacych czesciowo wihasciwosci
prawidlowej tkanki epitelialnej, selektywna, bezposrednia i dlugotrwata aktywacja

kinazy AMPK jest niekorzystna dla komoérek i zostaje przez komodrki wytgczana.
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7. Aktywacja AMPK 1 jej podtrzymywanie indukowane dziataniem czynnika HGF
jest zwigzane z generowaniem energii potrzebnej do rearanzacji cytoszkieletu i

nabywania fenotypu migracyjnego.

8. Przywrdcenie ekspresji podjednostki katalitycznej AMPKo w komorkach
nowotworowych o wysokim stopniu zto§liwosci, obniza ich zdolno$¢ do tworzenia

przerzutéw in vivo.

9. AMPK mozna by¢ markerem prognostycznym i warunkujagcym terapi¢

antynowotworowa w raku szyjki macicy.

10.  AMPK jest obiecujagcym celem terapeutycznym w raku szyjki macicy
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